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1 UVOD 
 
Napredek v znanju o prostih radikalih in reaktivnih kisikovih zvrsteh obljublja revolucijo v 
zdravstvu in novo dobo bojevanja proti različnim boleznim. Ironično – prav kisik je tisti, ki 
nam omogoča življenje, hkrati pa povzroča lahko največje težave, ki se kažejo kot oksidativni 
stres. Tako je dandanes veliko govora o prostih radikalih in antioksidantih, ki škodo, nastalo s 
prostimi radikali, preprečujejo (Lobo in sod., 2010).  
 
Prosti radikali nastajajo med normalnimi metabolnimi procesi v človeškem telesu, lahko pa gre 
tudi za zunanje dejavnike, kot so ozon, cigaretni dim, onesnažen zrak, nevarne kemikalije… 
Vplivajo na različne celične strukture; najpogostejše tarče so lipidi in nukleinske kisline ter 
beljakovine. Poškodbe teh struktur vodijo do bolezenskih stanj, kot so artritis, vaskulitis, 
bolezni srca in ožilja, ulcerozni gastritis, hipertenzija, Parkinsonova bolezen, Alzheimerjeva 
bolezen in druge. Nekatere raziskave so pokazale, da lahko antioksidanti, ki jih zaužijemo s 
hrano, upočasnijo razvoj teh bolezni (Lobo in sod., 2010). 
 
Antioksidanti so molekule, ki lahko oddajo elektron in posledično nevtralizirajo delovanje 
prostih radikalov. Poznamo celo vrsto antioksidantov, katerih vir so pretežno sadje in zelenjava, 
nekaj nepolarnih antioksidantov pa najdemo tudi v z lipidi bogatih živilih. V zadnjem času smo 
priča porastu uporabe prehranskih dopolnil, ki vsebujejo antioksidante, stroka pa o tem nima 
enotnega mnenja. Zastavlja se namreč vprašanje: ali imajo prehranska dopolnila enak vpliv na 
zdravje kot antioksidanti iz hrane? Znano je dejstvo, da ob nepravilni uporabi (predoziranju) 
prehranski dodatki lahko povzročijo prooksidativno delovanje – ne samo, da na zdravje nimajo 
učinka, lahko nam celo škodujejo (Pham-Huy in sod., 2008).  
 
Podobne učinke kot v našem telesu imajo antioksidanti tudi na jedilne maščobe – olja. 
Predvsem olja z visoko vsebnostjo večkrat nenasičenih maščobnih kislin so hitro podvržena 
oksidaciji. Da se le-ta upočasni, so zaslužni naravno prisotni antioksidanti, raziskave pa kažejo, 
da lahko z dodatkom antioksidantov življenjsko dobo olj še podaljšamo (Cheung in sod., 2007). 
Kot pri prehranskih dopolnilih, lahko tudi določene kombinacije antioksidantov škodljivo 
vplivajo na obstojnost olj. V tej smeri je bilo narejenih veliko raziskav, med katerimi jih veliko 
potrjuje prej omenjeno hipotezo – antioksidanti lahko delujejo tudi prooksidativno (Zhou in 
Elias., 2012). 
 
Eden izmed zelo obetavnih antioksidantov je trans-resveratrol (RES) - polifenolna spojina, ki 
jo najdemo v arašidovemu maslu, rdečemu vinu in grozdnemu soku (Gorji in sod., 2015). Poleg 
hrane pa veliko trans-RES vsebuje tudi dresnik, rastlina, ki se bohoti tudi po Sloveniji, njene 
korenine pa so tako močne, da lahko prodrejo celo čez asfalt (Frajman, 2008). Neželena 
prebivalka je za mnoge trn v peti, za farmacevtsko industrijo pa predstavlja novo možnost. 
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V olupku korenine japonskega dresnika so odkrili visoke vrednosti trans-RES, medtem ko so 
bile pri njegovih sorodnikih, češkemu in sahalinskemu dresniku, vrednosti več desetkrat manjše 
(Chen B.Y. in sod., 2013). 
 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
Namen naloge je bil ugotoviti topnost in stabilnost trans-RES v treh vrstah olja (gliceril 
trioktanoat (TAG), sončnično (SON) in laneno olje (LAN)) ter preveriti njegov vpliv na 
peroksidacijo olj in na njihovo antioksidativno učinkovitost (AOU). Želeli smo tudi ugotoviti, 
kako trans-RES vpliva na kakovost olj in na naravno prisotne antioksidante, kako razpada pri 
različnih temperaturnih in svetlobnih pogojih ter koliko ga lahko v olju raztopimo iz ekstrakta 
olupka korenine japonskega dresnika. 
 
Glavni cilji našega raziskovanja so bili: 
 
- ugotoviti topnost trans-RES v olju,  
- preveriti stabilnost trans-RES v oljih z različnimi dodatki, 
- ugotoviti vpliv trans-RES na peroksidacijo lipidov,  
- spremljanje AOU olj z dodatkom trans-RES, 
- ugotoviti topnost antioksidantov olupka korenine japonskega dresnika, ki vsebuje 
tudi trans-RES 
- spremljanje AOU olj z dodatkom ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika. 
 
Delovne hipoteze so bile: 
 
- Trans-RES je zelo slabo topen v vodi, zato pa je dobro topen v nepolarnih topilih – 
torej bo topen tudi v olju, ki je nepolarno. 
- Stabilnost trans-RES je odvisna od sestave olja. 
- Trans-RES zavira peroksidacijo lipidov in s tem poveča AOU olj in modelnih 
lipidnih sistemov. 
- Trans-RES in ostali antioksidanti olupka korenine japonskega dresnika se raztopijo 
v olju, s čimer se poveča njihova AOU in oksidativna obstojnost. 
  
3 
Mršnik U. Vpliv resveratrola na stabilnost olj. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
 
 
 
 
2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 PEROKSIDACIJA 
 
Peroksidacija je avtooksidacija, ki jo povzročajo reaktivne kisikove zvrsti (ang. Reactive 
Oxygen Species – ROS), kamor sodijo: hidroksilni radikal, vodikov peroksid, superoksidni 
ionski radikal in drugi (Mylonas in sod., 1999). Je mehanizem, ki povzroča oksidativni stres, 
kar vodi v celično smrt in modifikacijo različnih celičnih struktur. Oksidativni stres lahko 
opišemo kot neravnovesje med oksidanti in antioksidanti – slednji so v pomanjkanju. V 
splošnem je oksidativni stres reverzibilen, nekatere poškodbe, ki ob njem nastajajo, pa so 
ireverzibilne (Reppeto in sod., 2012).  
 
Peroksidacija je kompleksen proces, ki se pojavlja v rastlinskih in živalskih celicah. Vključuje 
tvorbo in propagacijo lipidnih radikalov, prevzem atoma kisika in preureditev dvojnih vezi v 
nenasičenih maščobnih kislinah in končno destabilizacijo membranskih lipidov. Razgradni 
produkti, ki ob peroksidaciji nastajajo, so alkoholi, ketoni, alkani, aldehidi in etri (Dianzani in 
sod., 2008). Peroksidacija je verižna reakcija, ki se začne z odstranitvijo atoma vodika iz 
maščobne kisline, kjer sledi adicija tripletnega kisika ali z direktno adicijo reaktivnega 
singletnega kisika (Halliwell in sod., 1984).  
 
Včasih so peroksidacijo lipidov preučevali zgolj zaradi škode, ki nastaja v oljih, danes pa vemo, 
da ta proces povzroča tudi poškodbe celičnih membran (Dianzani in sod., 2008). Ker so 
biološke membrane v veliki meri zgrajene iz večkrat nenasičenih maščobnih kislin, so še bolj 
podvržene peroksidaciji, posledica česar so različne bolezni (Reppeto in sod., 2012). 
 
2.1.1 Peroksidno število 
 
Peroksidno število je najbolj uporabljen indikator za določanje oksidacije maščob (Chong, 
2012). Definirano je kot mili ekvivalent peroksidov na kilogram maščobe. Če vrednost delimo 
z 2, dobimo mmol aktivnega kisika na kilogram maščobe (Eldin, 2010). Sčasoma lahko začnejo 
peroksidi razpadati hitreje, kot se formirajo novi, zato lahko dobimo nižje vrednosti, ki pa še ne 
pomenijo, da lipidi niso oksidirani . Kljub temu je metoda primerna za določanje kvalitete olj 
glede na stanje oksidacije (Matthäus, 2010). 
 
S peroksidnim številom določamo vsebnost hidroperoksidov, ki so primarni produkt oksidacije. 
Tradicionalna metoda vključuje določanje joda, ki nastane po oksidaciji jodidnega iona s 
prisotnimi peroksidi kalijevega oksida v reakciji (1). 
 
ROOH + KI → ROH + KOH + I2          …(1) 
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ROOH (peroksid) lahko določimo preko titracije nastalega joda z natrijevim tiosulfatom z 
uporabljajo škrobnega indikatorja (Kong in sod., 2011). 
 
I2 + indikator + 2 Na2S2O3 → 2 NaI + indikator + Na2S4O6     …(2) 
 
Poznamo pa tudi alternativne kolorimetrične metode določanja peroksidnega števila s katerim 
zasledujemo oksidacijo Fe2 + v Fe3 +.. Nastale Fe3 + potem vključimo v kompleks, da nastane 
obarvana spojina npr. železov tiocianat, Ta metoda je bolj občutljiva od prej opisane titracijske 
metode (Matthäus, 2010).  
 
2.1.2 Oksidacija maščob 
 
Stabilnost maščob je tako kot kemijske lastnosti odvisna od sestave maščobnih kislin (Kostik 
in sod., 2013). Linolna kislina, ki ima dve dvojni vezi in spada med omega-6 maščobne kisline, 
je veliko reaktivnejša kot oleinska kislina, ki spada med enkrat nenasičene maščobne kisline 
(Roman in sod., 2013). Razlike se pojavljajo tudi znotraj skupine večkrat nenasičenih 
maščobnih kislin: avtooksidacija linolenske kisline, ki ima tri dvojne vezi in spada v skupino 
omega-3 maščobnih kislin, poteka hitreje kot oksidacija linolne kisline (Roman in sod. 2013). 
Najmanj podvržene oksidaciji so tako nasičene maščobe, ki ne vsebujejo dvojnih vezi 
(Aladedunye in Przybylski, 2013). 
 
Za ugotavljanje stopnje peroksidacije olj se poslužujemo metode njihovega staranja pri 
različnih temperaturah, saj tako ustvarimo okolje z večjim oksidativnim stresom (Zhang in sod., 
2014). Pospešeno staranje olj po navadi izvajamo pri temperaturi 60 ºC, saj v takih pogojih 
lahko opazimo vpliv dodanih antioksidantov (Zunin in sod., 2010).  
 
2.2 ANTIOKSIDANTI 
 
Oksidativni stres vpliva na razvoj mnogih bolezni (Glauert in sod., 2010), naše telo pa se proti 
temu bori z različnimi mehanizmi – antioksidante absorbira preko hrane (eksogeni 
antioksidanti) ali pa ji proizvede samo (endogeni antioksidanti). Njihova naloga je, da 
nevtralizirajo presežek prostih radikalov in ščitijo celice pred oksidativnim propadom (Pham-
Huy in sod., 2008). Antioksidante lahko razdelimo na encimske (superoksid dismutaza, 
katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza) in neencimske (endogeni – glutation, L-
arginin, koencim Q10, melatonin, bilirubin… in eksogeni – vitamin E, vitamin C, karotenoidi, 
trans-resveratrol (RES), nekatere kovine…).  
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Antioksidanti večinoma preprečijo oksidacijo tako, da se oksidirajo sami. To lahko poteka na 
dva načina: preventiva ali prekinitev verige. V določenih primerih lahko antioksidant postane 
prooksidant, kar pomeni, da peroksidacijo pospešuje, namesto zavira (Young in sod., 2001). 
Eden najpomembnejših antioksidantov je α-tokoferol (α-TOKO), ki ščiti rdeče krvničke 
(Reppeto in sod., 2012). Kot je pomembno, da uživamo hrano bogato z antioksidanti, pa je 
pomembno tudi izogibanje tistemu oksidativnemu stresu, ki ga lahko preprečimo (kajenje, 
alkohol, stres…) (Pham-Huy in sod., 2008).  
 
2.2.1 Določanje antioksidativne učinkovitosti z metodo z radikalom DPPH● 
 
Eden izmed načinov ugotavljanja, kako učinkovit je antioksidant, je določanje antioksidativne 
učinkovitosti (AOU). Ena najpogosteje uporabljenih metod je metoda z radikalom 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH●). Le-ta temelji na reakciji radikala z donorji vodika (Molyneux, 2014). 
Visok molarni absorpcijski koeficient z maksimumom pri 520 nm nam omogoča, da vsebnost 
DPPH● določimo spektrofotometrično (Roginsky in Lissi, 2005). Raztopina DPPH● je vijolične 
barve, ob reakciji z antioksidantom pa se razbarva v rumeno (Sagar in sod., 2011). Rezultate 
AOU lahko podamo kot troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost (TEAC).  
 
2.2.2 Kvantifikacija antioksidantov z metodo tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti z diodno matriko  
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je kolonska kromatografija, ki se v 
analizni kemiji uporablja za ločevanje spojin v raztopinah. Za stacionarno fazo uporabljamo 
zelo majhne delce. Za doseganje pretoka 0,5 do 5 mL/min je potrebna visokotlačna črpalka, ki 
potiska mobilno fazo skozi kolono. Metoda je zelo hitra, ločljivost pa je dobra (Brodnjak 
Vončina, 2006). Že desetletja se uporablja za identifikacijo in kvantifikacijo različnih spojin, 
med drugim tudi antioksidantov (Grosset in sod., 1990). Poznamo veliko različnih HPLC 
sistemov, za določanje antioksidantov pa je v veliko virih uporabljena tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti z diodno matriko (HPLC-DAD). 
 
2.3 RESVERATROL 
 
RES je polifenolna spojina, ki jo najdemo v arašidovemu maslu, rdečemu vinu in grozdnemu 
soku. Kemijsko ga zapišemo kot 3,4,5 - trihidroksistilben. Obstaja v trans- in cis- izomerih 
(slika 1), največkrat pa se nahaja v trans- obliki (Gorji in sod., 2015).  
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Slika 1: Trans- in cis- resveratrol (Anisimova in sod., 2011) 
 
Razlikujeta se tudi po absorpcijskem spektru; iz slike 2 je razvidno, da je absorbanca (A) pri 
absorpcijskem maksimumu cis-RES nižja od maksimuma trans-RES, razlikujeta pa se tudi 
valovni dolžini absorpcijskih maksimumov (približno 280 nm za cis-RES in 310 nm za trans-
RES) (Zhao in sod., 2015). 
  
 
Slika 2: Spektra trans- in cis-resveratrola (Zhao in sod., 2015) 
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Trans-RES nastaja v rastlinah iz malonil koencima A in kumaroil koencima A v reakciji ki jo 
katalizira encim RES-sintaz kot obrambni mehanizem proti škodljivim mikroorganizmom 
(Schroder in sod., 1988), njegova sinteza je predstavljena na sliki 3. 
 
 
Slika 3: Sinteza trans-resveratrola v rastlinah (Schroder in sod., 1988) 
 
Poznamo različne analoge trans-RES: 4-hidroksi-trans-stilben (4-HS), 3,5-dihidroksi-trans-
stilben (3,5-DHS), 4,4'- dihidroksi-trans-stilben (4,4'-DHS), 3,4-dihidroksi-trans-stilben (3,4-
DHS), 3,4,5-trihidroksi-trans-stilben (3,4,5- THS) in 3,4,4'-trihidroksi-trans-stilben (3,4,4'-
THS). Vse lahko najdemo na sliki 4. Najboljši antioksidanti so trans- analogi z dvema 
hidsroksilnima skupinama (Fang in sod., 2002).  
 
 
 
Slika 4: Resveratrol in njegovi analogi (Fang in sod., 2002) 
 
Trans-RES (vključno z analogi) je v primerjavi z α-TOKO, katerega strukturna formula je 
prikazana na sliki 5, šibkejši antioksidant (Fang in sod., 2002). Delovanje trans-RES je 
počasneje in je učinkovito na daljši rok (Fabris in sod., 2008). Ena slabših lastnosti trans-RES 
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je njegova majhna absorpcija preko oralnega vnosa (Li in sod., 2013). Veliko raziskav primerja 
učinkovitost trans-RES, njegovih analogov in α-TOKO preko vpliva na peroksidacijo 
linolenske kisline (Fang in sod., 2002; Fabris in sod., 2008). 
 
 
Slika 5: α-tokoferol (Fang in sod., 2002) 
 
Prve ugotovitve o učinku trans-RES prihajajo iz raziskav o tako imenovanem francoskem 
paradoksu - kljub hrani, bogati z maščobami, imajo Francozi nizko stopnjo srčno-žilnih bolezni 
(Chun-Fu in sod., 2013). trans-RES na vpliva na naše zdravje, saj je njegovo delovanje 
antioksidativno, protivnetno in antikancerogeno. Kot kemopreventivno lastnost trans-RES 
predpisujejo predvsem antioksidativnost, ki zavira nastanek škodljivih ROS (Gobec in sod., 
2015). Raziskave kažejo, da trans-RES ugodno vpliva tako antioksidativno kot protivnetno pri 
kolitisu (Singh in sod., 2010) in diabetični kardiomiopatiji (Sulaiman in sod., 2010). Potekajo 
tudi različne raziskave o vplivu trans-RES na možgane in bolezni, povezane z možgani, kot so 
nevrodegenerativne bolezni (Poulose, 2015). Oksidativen stres je pomemben dejavnik pri 
napredovanju le-teh. Nekatere raziskave potrjujejo, da trans-RES upočasni odmiraje 
dopaminergičnih nevronov v delu možganov, ki se imenuje substantia nigra, in tako upočasni 
potek Parkinsonove bolezni (Wan in sod., 2014). Obstajajo tudi ugotovitve o vplivu trans-RES 
na zmanjšanje tveganja za nastanek Alzheimerjeve bolezni (Gocmes in sod., 2016). 
 
Mehanizmi delovanja trans-RES so zelo različni; trans-RES tekmuje s koencimom Q in znižuje 
nastanek ROS, odstranjuje superoksidne radikale, inhibira peroksidacijo, povzročeno preko 
Fentonove reakcije, regulira izražanje antioksidativnih kofaktorjev in encimov (Pervaiz in sod., 
2009) ter inhibira aktivnost in izražanje NADPH oksidaze (ta encim prispeva k nastajanju 
superoksidnih radikalov, ki povzročajo oksidativni stres) (Soylemez in sod., 2009; Spanier in 
sod., 2009). 
 
2.4 TOPNOST RESVERATROLA 
 
Trans-RES je nepolarna molekula (Smoglia in Blanchard, 2014) in je zato zelo dobro topen v 
manj polarnih in nepolarnih topilih – v etanolu je njegova topnost kar 65 g/L. Dobro topen je 
tudi v dimetil formaldehidu in dimetil žveplovem oksidu ter podobnim raztopinam (Cayman 
Chemical, 2014). Slabše se trans-RES topi v vodi – topnost je le 30 mg/L (Amri in sod., 2012). 
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Prav tako se slabše kot v alkoholu trans-RES raztaplja v oljih, še vedno pa je topnost boljša kot 
v vodi (Robinson in sod., 2015). 
 
2.5 STABILNOST RESVERATROLA 
 
Trans- oblika se pri izpostavljenosti svetlobi hitro pretvori v cis- obliko (Figueiras in sod., 
2011). Stabilnost trans-RES je od nekaj ur do nekaj dni in je odvisna od pH-ja raztopine (Gorji 
in sod., 2015). Najbolj stabilen je do pH 6,8, nad to mejo pa se hitro razgrajuje (Zupančič in 
sod., 2015). Robinson in sod. (2015) so primerjali stabilnost trans-RES v kislih in bazičnih 
pogojih. Z različnimi pufri so pripravili raztopine trans-RES s pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 in 10. 
Izkazalo se je, da se pri vseh raztopinah s pH pod 7 minimalno 70 % trans-RES ohrani do 
193 ur, medtem ko pri pH nad 8 že v 50 urah ostane zgolj 2 % trans-RES. Trans-RES je namreč 
šibka kislina, saj ima na aromatskem obroču in hidroksilne skupine. Ko se pH poviša, se le-ta 
ionizira, kar povzroči, da je spojina nestabilna in se hitreje oksidira (Robinson in sod., 2015). 
 
2.6 VIRI RESVERATROLA 
 
trans-RES so najprej našli v rastlini Veratrum grandiflorum, nekaj let kasneje pa v japonskem 
dresniku (Fallopia japonica) (Chun-Fu in sod., 2013). Korenina japonskega dresnika se sicer 
že vrsto let uporablja v tradicionalni kitajski in nasploh azijski medicini (Chen B.Y. in sod., 
2013). Poleg trans-RES vsebuje še bioaktivno komponento polidatin (Gu in sod., 2006), ki je 
glikozilirana oblika trans-RES. Največ trans-RES se nahaja v japonskem dresniku, najdemo pa 
ga tudi v sahalinskem (Fallopia sachalinensis) in češkem dresniku (Fallopia bohemica). 
Slednji je križanec med japonskim in sahalinskim dresnikom (Gerber in sod., 2008).  
 
Poleg dresnikov se trans-RES nahaja tudi v borovnicah (32 µg/g), pistacijah (0,09–1,67 µg/g), 
kuhanih arašidih (5,1 µg/g), grozdju (0,16 – 3,45 µg/g), belem vinu (0,1–2,1 mg/L) in rdečem 
vinu (0,1–14,3 mg/L) (Baur in Sinclair, 2006; Burns in sod., 2002; Chachay in sod., 2011). 
 
2.6.1 Japonski dresnik 
 
Japonski dresnik (Fallopia japonica) je rastlina iz družine dresnovk. Tako kot za ostale 
predstavnike te družine je tudi za japonski dresnik značilno kolenčasto členjeno steblo. Iz 
kolenc izraščajo listi, na tem mestu pa obdajajo steblo prilisti, oblikovani v cevasto tvorbo, 
imenovano škornjica. Steblo je votlo in zaradi kolenčaste členjenosti pogosto spominja na 
steblo bambusa. Za rastlino je značilna grmičasta rast. Med vegetacijsko sezono zraste dva do 
tri metre visoko (Beerling in sod., 1994). Med zimo nadzemni deli rastline odmrejo, medtem 
ko podzemne korenike, ki so zelo razvejane in prepletene in lahko segajo več metrov stran od 
materinske rastline, prezimijo. Listi so celorobi in široko jajčasti, 5-15 cm dolgi in do 10 cm 
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široki s prisekanim dnom in naglo zoženim vrhom. Japonski dresnik pri nas cveti konec julija 
in je pozno poleti cvetoča rastlina z drobnimi belkastimi do zelenkastimi cvetovi, združenimi v 
pokončna latasta socvetja. Cvetovi so enospolni z zakrnelimi, vendar opaznimi zasnovami 
drugega spola. Na območjih, kjer je japonski dresnik samonikel, se pojavljajo dvospolne 
rastline, ki imajo v cvetovih razvit tako pestič kot tudi prašnike, ter ženske rastline, ki imajo 
razvite le pestiče. V Evropo so prinesli ženske rastline in se na začetku niso mogle spolno 
razmnoževati. Zelo uspešno se razmnožujejo na vegetativen način, saj se stebelni členki zlahka 
zakoreninijo, rastlina pa tvori tudi dolge in razvejane podzemne korenike, s katerimi se močno 
razraste. Pomembno vlogo pri razraščanju dresnika igra tudi človek in tokovi rek in potokov, 
ki raznašajo koščke korenik (Pysek, 1997). 
 
Najraje naseljuje zmerno vlažna narastišča ob rekah ali potokih. Uspeva v različnih tipih prsti, 
celo v nekoliko slani prsti. Čeprav mu bolj ustrezajo osončeni kraji, ga najdemo tudi v senčnih 
predelih. Uvrščen je med 100 najbolj invazivnih rastlin sveta. Zlasti ob vodah Evrope in 
Severne Amerike tvori goste sestoje in izpodriva naravno vegetacijo in s tem spreminja videz 
pokrajine in negativno vpliva na biotsko raznovrstnost. Imel pa naj bi celo tako močne korenike, 
da lahko prodrejo skozi 5 cm debel asfalt. Tako ima lahko japonski dresnik negativen vpliv na 
gospodarstvo, saj lahko uničuje ceste, stavbe in druge objekte. Zaradi invazivnosti pa lahko 
preraste tudi obdelovalne površine, npr. travnike, v primeru neredne košnje. Tudi v Sloveniji 
ga najdemo praktično povsod, z izjemo submediteranskega in alpskega fitogeografskega 
območja. Goste sestoje tvori zlasti ob Dravi, Savi, Savinji, Muri in tudi ob drugih rekah in 
potokih (Frajman, 2008). Dokazana vsebnost številnih spojin, ki so ugodne za zdravje, pa daje 
japonskemu dresniku bolj pozitiven podton. 
 
2.6.2 Resveratrol v dresnikih 
 
Japonski dresnik je izvrsten vir trans-RES, boljši celo od kožice rdečega grozdja, ki vsebuje 
50-100 µg/g trans-RES (Singh in sod., 2015). Največ trans-RES vsebuje olupek korenine (kar 
do 20× več kot ostala tkiva) (Chen H. in sod., 2013) - raziskave navajajo od 600 µg /g trans-
RES (Vrchotova, 2007) do 3000 µg/g trans-RES (Zhang in sod., 2013; Benova in sod., 2008; 
Liang in Zou, 2011).  
 
V raziskavi, ki so jo opravili Chen H. in sod. (2013), so v korenini japonskega dresnika določili 
celo 4300 µg/g trans-RES. V tej raziskavi so primerjali vzorce glede na lokacijo (Kitajska, 
Kanada) in letni čas (poletje, jesen). Vzorci, nabrani na Kitajskem, so pokazali majhno razliko 
v vsebnosti trans-RES glede na letni čas, medtem ko so se kanadski vzorci glede na letni čas 
zelo razlikovali (vzorci, nabrani poleti, so imeli skoraj enkrat manj trans-RES (2680 µg /g) kot 
jesenski (4250 µg/g)). Predvidevajo, da trans-RES nastane v koreninah pozno poleti iz sorodnih 
spojin (Chen H. in sod., 2013).  
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2.7 SONČNIČNO OLJE 
 
Arheološki dokazi kažejo, da se je gojenje sončnice (Helianthus annuus L.) začelo že leta 
2600 pr. n. št. v severnoameriških državah, večina ekonomske vrednosti pa še vedno izhaja iz 
proizvodnje sončničnega olja (SON) (Sanchez-Muniz in sod., 2016).  
 
Posamezna SON se med seboj razlikujejo po maščobno-kislinski sestavi. Poznamo tri osnovne 
vrste: linolno SON, visoko oleinsko SON in »NoSun«. Njihova sestava se med seboj močno 
razlikuje, posledica česar je tudi njihova različna uporabnost. Linolno SON je najbolj pogosto 
olje, ki ga kupujemo v trgovinah, visoko oleinsko SON se uporablja v prehranskih in 
industrijskih aplikacijah, kjer je zahtevan visok delež enkrat nenasičenih kislin. »NoSun« pa je 
najnovejša vrsta SON, katerega maščobno kislinska sestava je vmes med prej naštetima 
(Warner in sod., 2013). Maščobno kislinska sestava vseh treh vrst SON je podana v 
preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Vsebnost maščobnih kislin glede na vrsto sončničnega olja (Warner in sod., 2003) 
  linolni tip visoko oleinski tip "NoSun" 
C18:2 linolna kislina 48,3 – 74 % 2,1 – 17,0 % 18,7 – 45,3 % 
C18:1 oleinska kislina 14,0 – 39,4 % 75,0 – 90,1 % 43,1 – 71,8 % 
C16:0 palmitinska kislina  2,0 – 7,6 % 2,6 – 5,0 % 4,0 – 5,5 % 
C18:0 stearinska kislina  1,0 – 6,5 % 2,9 – 6,2 % 2,1 – 5,0 % 
 
Antioksidant, ki je prisoten v vseh treh vrstah SON, je α-TOKO. Njegova vsebnost je od 403 
do 1090 mg/kg. V nekaterih oljih najdemo tudi nižje vsebnosti β-TOKO in γ-TOKO (Warner 
in sod., 2003). α-TOKO je v večini SON med 500 in 600 mg/100g olja (Schwartz in sod., 2008). 
 
2.8 LANENO OLJE 
 
Lan je rastlina iz družine lanovk (Linaceae) s približno 200 vrstami, med katerimi je 
najpomembnejša evrazijska podvrsta navadnega lanu (Linum usitatissim L.) (Bavec, 2000). 
Pridelujemo ga zaradi vlaken in semen, ki so zdravilna – laneno seme je poznano kot eno 
najboljših zdravil, kadar gre za kronično zaprtje. Laneno seme v tekočini nabrekne in tvori sluz, 
ki pomaga pri boljši prehodnosti blata. Ugodne učinke ima tudi na sečila in dihala. Vsebuje od 
30 % do 50 % maščob, 20 % - 30 % beljakovin in 4 % do 10 % sluzi. Vsebuje tudi vitamine A, 
B, D in E. Poleg prebave ima lan ugodne učinke tudi na sečila in dihala (Kocjan Ačko, 1999).  
 
Eden najpomembnejših produktov iz lanenega semena je zagotovo laneno olje (LAN), ki je 
široko uporaben proizvod. Poleg prehrane ga uporabljajo tudi v industriji lakov, herbicidov, 
firneža, črnila, v farmaciji, kozmetiki…(Košir in Hrastar, 2009).  
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Maščobno kislinska sestava LAN je podana v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Maščobno kislinska sestava lanenega olja (Košir in Hrastar, 2009) 
 laneno olje 
C16:0 palmitinska kislina 7 % 
C18:0 stearinska kislina 3,4 – 4,6 % 
C18:1 oleinska kislina 18,5 – 22,6 % 
C18:2 linolna kislina 14,2 - 17 % 
C18:3 α-linolenska kislina 51,9 – 55,2 % 
 
V LAN je visoka vsebnost α-linolenske kisline, ki spada v skupino omega-3 maščobnih kislin. 
»Zahodni tip prehranjevanja«, kot pogosto imenujejo naš režim hranjenja in izbiro živil, ne 
vzdržuje primernega razmerja med omega-3 in omega-6 kislinami, saj uživamo preveč hrane, 
ki je bogata z omega-6 maščobnimi kislinami, pozabljamo pa na omega-3 maščobne kisline. 
Posledica tega so povišan holesterol, zvišano tveganje možganske kapi, srčno-žilne bolezni, rak 
in druge bolezni (Blondeau in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Analize smo izvedli v letu 2015 v laboratoriju na Katedri za biokemijo in kemijo živil Oddelka 
za živilstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani.  
 
V okviru magistrskega dela smo spremljali peroksidacijo različnih olj (sončnično olje (SON), 
laneno olje (LAN) in modelnih sistemov (gliceril trioktanoat (TAG), α-tokoferol (α-TOKO), 
metil-linolenat (M-L)) z resveratrolom (trans-RES) v pogojih pospešenega staranja. Določali 
smo tudi stabilnost in topnost trans-RES ter vpliv njegovega dodatka na antioksidativno 
učinkovitost (AOU) olj. Poleg standarda trans-RES smo v analizah uporabili tudi ekstrakt 
olupka korenine japonskega dresnika, da bi določili topnost trans-RES in drugih antioksidantov 
iz ekstrakta v oljih ter vpliv njegovega dodatka na AOU olj. 
 
Celotna shema našega raziskovalnega dela je predstavljena na sliki 6. 
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ATERIALI 
 
Nabiranje japonskega 
dresnika in ločevanje 
olupka od korenine 
Liofiliziranje olupka 
korenine, trenje v 
mežnarju 
Priprava EtOH/H2O 
ekstrakta   
 
Kvantifikacija 
trans-RES v 
ekstraktih s 
HPLC-DAD  
 
 
Raztapljanje 
različnih količin 
ekstrakta v TAG, 
SON in LAN 
 
Kvantifikacija trans-RES v 
TAG, SON in LAN s HPLC-
DAD analizo 
 
 
Dvakratna 
ekstrakcija trans-
RES iz olj z 80 % 
MeOH 
 
 
Določanje 
AOU z 
DPPH● 
 
 
Priprava 5 mM 
trans-RES v EtOH 
Preverjanje 
obstojnosti trans-
RES na dnevni 
svetlobi 
Preverjanje 
topnosti trans-
RES v TAG in 
SON pri različnih 
pogojih 
raztapljanja 
Priprava trans-
RES v TAG  
Priprava α-
TOKO 
Priprava 
raztopin SON 
in LAN z 
dodanim 
trans-RES 
Merjenje 
absorpcijskih 
spektrov olj  
 
 
Določanje 
peroksidnega 
števila  
Priprava umeritvene krivulje 
za določanje trans-RES s 
HPLC-DAD analizo 
Priprava umeritvene 
krivulje  
Slika 6: Shema eksperimenta (TAG – gliceril trioktanoat, SON – sončnično olje, LAN – laneno olje, M-L – 
metil-linolenat, RES – resveratrol, TOKO – tokoferol, EtOH – etanol, MeOH – metanol, AOU – 
antioksidatrivna učinkovitost, HPLC-DAD - tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z diodno matriko, 
DPPH● - 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) 
Priprava modelnih  
lipidnih sistemov 
TAG z dodatki 
metil-linolenata, 
RES in α-TOKO 
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3.1 MATERIAL 
 
Pri eksperimentih smo uporabljali dve jedilni olji, in sicer SON znamke Floriol in LAN znamke 
Gea.  
 
Za pripravo ekstrakta smo uporabili olupek korenine japonskega dresnika, ki smo ga nabirali 
dvakrat v letu 2015; v začetku maja (pred cvetenjem) in v začetku septembra (sezona cvetenja). 
Vzorce smo nabirali v Ljubljani na Vrhovcih (priloga A). Lokacijo smo izbrali glede na zapise 
predhodnih vzorčenj (Rogelj, 2015).  
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Ugotavljanje topnosti resveratrola v oljih 
 
Princip: 
Topnost trans-RES smo ugotavljali spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri valovni 
dolžini 308 nm (A308).  
 
Pribor in oprema: 
 analitska tehtnica (AT 201, Mettler Toledo ) 
 spatula 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
 mikrocentrifugirke 1,5 mL 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 čaše 
 kuhalnik 
 vrtinčnik (MS 3 basic, IKA ) 
 alu-folija 
 UV/Vis spektrofotometer (Agilent 89090A z računalniškim programom 845X UV-
Visible chemstation software) 
 tekoči dušik (Messer Greisheim) 
 
Reagenti: 
 trans-RES (Merck)  
 etanol (EtOH) (Merck) 
 TAG (Merck) 
 2-propanol (Merck) 
16 
Mršnik U. Vpliv resveratrola na stabilnost olj. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
 
 
 
 
Postopek: 
 
V štiri 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 100 μL 5 mM trans-RES v absolutnem 
EtOH. Mikrocentrifugirke smo prepihali z dušikom, da smo odparili EtOH. Preostali trdni 
trans-RES smo raztopili v 200 mg olja (TAG in SON v dveh ponovitvah). Postopek raztapljanja 
je bil naslednji: 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 segrevanje na vodni kopeli (5 min, 100 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 mešanje v ultrazvočni kopeli (10 min, pribl. 23 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 centrifugiranje (8400 rpm, 3 min) 
 
Da bi ugotovili vpliv segrevanja na raztapljanje trans-RES v olju, smo raztopine trans-RES v 
TAG in SON po enakem postopku pripravili še trikrat, razlikoval pa se je postopek raztapljanja 
(čas segrevanja). 
 
Postopek 1: 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 segrevanje na vodni kopeli (2 min, 100 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 mešanje v ultrazvočni kopeli (10 min, pribl. 23 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 centrifugiranje (8400 rpm, 3 min) 
 
 
Postopek 2: 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 segrevanje na vodni kopeli (10 min, 100 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 mešanje v ultrazvočni kopeli (10 min, pribl. 23 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 centrifugiranje (8400 rpm, 3 min) 
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Postopek 3: 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 segrevanje na vodni kopeli (15 min, 100 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min) 
 mešanje v ultrazvočni kopeli (10 min, pribl. 23 °C) 
 segrevanje na vodni kopeli (15 min, 100 °C) 
 mešanje na vrtinčniku (1 min)  
 centrifugiranje (8400 rpm, 3 min) 
 
Za določanje vsebnosti trans-RES v oljih smo alikvot bistrega olja, ki je vseboval trans-RES, 
raztopili v 2-propanolu. Iz vsake mikrocentrifugirke smo odvzeli po 20 mg olja in pri tem pazili, 
da nismo odvzeli nič oborine, v kateri je bil neraztopljeni trans-RES. Odvzeti količini olja smo 
dodali po 980 µL 2-propanola (R  50). Premešali smo na vrtinčniku, vsebino prelili v 
polipropilenske (PP) kivete in s spektrofotometrom (slika 7) izmerili A308. Koncentracijo trans-
RES smo izračunali po Beer-Lambertovem zakonu (A = ε l c ; ε trans-RES pri 308 nm = 30000 L mol-
1cm-1) (Trela, 1996), kjer je l dolžina kivete v cm, c pa množinska koncentracija v mol L-1.  
 
 
Slika 7: Spektrofotometer 
 
  
18 
Mršnik U. Vpliv resveratrola na stabilnost olj. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
 
 
 
 
3.2.2 Ugotavljanje obstojnosti resveratrola, izpostavljenega dnevni svetlobi 
 
Princip: 
Delež trans-RES, ki se ob izpostavljenosti sončni svetlobi pretvori v cis-izomer, smo ugotavljali 
z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 308 nm (A308).  
 
Pribor in oprema: 
 analitska tehtnica (AT 201, Mettler Toledo ) 
 spatula 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
 mikrocentrifugirke 2 mL 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 alu-folija 
 UV/Vis spektrofotometer (Agilent 89090A z računalniškim programom 845X UV-
Visible chemstation software) 
 
Reagenti: 
 trans-RES (Merck) 
 EtOH (Merck) 
 
Postopek:  
 
Za pripravo 5 mM etanolne raztopine trans-RES smo v 2 mL mikrocentrifugirko zatehtali 
1,14 mg trans-RES in mu dodali 1 mL absolutnega EtOH. Raztopino smo 3 minute mešali v 
ultrazvočni kopeli (T ≈ 23 °C), nato pa smo natančno vsebnost trans-RES določili 
spektrofotometrično v PP kivetah pri valovni dolžini 308 nm. Za analizo pretvorbe trans-RES 
v cis-RES smo v dve 1,5 mL mikrocentrifugirki odpipetirali po 10 μL tako pripravljene (5 mM) 
raztopine trans-RES in 990 µL absolutnega EtOH (faktor redčitve R = 100), koncentracija v 
kivetah je bila tako 0,05 mmol/L. Raztopini smo prelili v stekleni kiveti in ju neprodušno zaprli, 
da smo preprečili izhlapevanje EtOH. Eno kiveto smo zavili v alu-folijo, drugo pa pustili na 
svetlobi. Več dni zapored smo ob različnih urah izmerili A308 raztopin obeh kivet na 
spektrofotometru. Spektrofotometer smo umerjali z absolutnim EtOH. Pri izračunu smo 
upoštevali, da se molarna ekstinkcijska koeficienta εRES trans=30000 L mol-1cm-1  in εRES cis =8174 
L mol-1cm-1 pri 308 nm močno razlikujeta (Trela, 1996). Ker se kot posledica izomerizacije 
trans izomera v cis izomer A308 spreminja, smo lahko deleže pretvorbe ocenili na osnovi enačbe, 
pri čemer A0 predstavlja A308 takoj po raztapljanju, Ax pa po določenem času inkubacije. 
 
Delež trans izomera v mešanici = (εRES trans × 
𝐴𝑥
𝐴0
  - εRES cis) / (εRES trans - εRES cis)  …(3)  
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3.2.3 Staranje modelnih lipidnih sistemov in olj z dodatki  
 
Princip:  
Modelne lipidne sisteme in olja z dodatki smo različno dolgo pospešeno starali v sušilniku pri 
60 °C. 
 
Pribor in oprema: 
 analitska tehtnica (AT 201, Mettler Toledo ) 
 spatula 
 žlička 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
 mikrocentrifugirke 2 mL 
 centrifugirke 15 mL 
 centrifugirke 50 mL 
 sušilnik 
 vrtinčnik (MS 3 basic, IKA ) 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 kuhalnik 
 alu-folija 
 steklena čaša 
 UV/Vis spektrofotometer (Agilent 89090A z računalniškim programom 845X UV-
Visible chemstation software) 
 
Reagenti: 
 trans-RES (Merck)  
 α-TOKO (Merck)  
 M-L (Merck) 
 TAG (Merck) 
 
Postopek 
 
Priprava izhodnih raztopin trans-RES v TAG 
Raztopini trans-RES v TAG smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirki zatehtali presežek 
trans-RES in dodali ustrezno količino TAG. Nato smo 2 minuti mešali na vrtinčniku, 10 minut 
segrevali na vodni kopeli (T = 100 C) in 15 minut mešali v ultrazvočni kopeli (T ≈ 23 °C). 
Mikrocentrifugirko, zavito v alu-folijo, smo pustili čez noč na sobni temperaturi. Naslednji dan 
smo vsebino centrifugirali (8400 rpm, 3 min) in bistri del prenesli v novo mikrocentrifugirko.  
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Koncentracijo trans-RES v raztopini smo določili tako, da smo alikvot raztopili v etanolu in 
izmerili A308. Izhodne raztopine s koncentracijami trans-RES 2,5 mmol/kg in 3,5 mmol/kg v 
TAG smo pripravili z redčenjem s TAG. Pripravili smo tudi α-TOKO v TAG s koncentracijo 5 
mmol/kg. 
 
Priprava modelnih lipidnih sistemov z dodanimi antioksidanti in njihovo staranje na 60 oC 
V mikrocentrifugirkah smo pripravili raztopine v skladu s preglednico 3. Iz vsake izmed štirih 
mikrocentrifugirk (TAG z M-L; TAG z M-L in α-TOKO; TAG z M-L in trans-RES; TAG z 
M-L, α-TOKO in trans-RES; M-L smo dodali, da smo sicer nasičenemu TAG dodali večkrat 
nenasičeno -linolensko kislino) smo odvzeli 12× po 50 mg vzorca in jih prenesli v 15 mL 
centrifugirke (delali smo v paralelkah – za vsak dan po dve centrifugirki) in jih v sušilniku 
izpostavili pospešenem staranju pri 60 °C. Vsak dan smo premestili po dve mikrocentrifugirki 
v skrinjo s temperaturo -80 °C (na dan 0 sta šli dve mikrocentrifugirki v skrinjo, zadnji paralelki 
pa sta bili v sušilniku 7 dni). Vzorce smo pred analizo odtalili in položili na led, da smo 
preprečili dodatno peroksidacijo. Dodali smo ustrezno količino 1-propanola (R  20; 50 mg 
vzorca + 950 µL 1-propanola). Vsebino centrifugirke smo dobro premešali na vrtinčniku. To 
raztopino smo uporabili za določanje peroksidnega števila in merjenje absorpcijskega spektra.  
 
Preglednica 3: Priprava modelnih lipidnih sistemov v gliceril trioktanoatu, obogatenem z metil - linolenatom, ob 
dodatku resveratrola in α-tokoferola (TAG – gliceril trioktanoat, RES – resveratrol, TOKO – tokoferol, M-L – 
metil – linolenat) 
  m(M-L)  
 
[mg] 
m(3,5 mmol/kg trans-
RES v TAG) [mg] 
m(5 mmol/kg α-
TOKO v TAG) 
[mg] 
m(TAG)  
 
[mg] 
TAG + M-L 220 0 0 1980 
TAG + M-L + trans-RES 220 319 0 1661 
TAG + M-L + trans-RES + α-
TOKO 
220 319 220 1441 
TAG + M-L + α-TOKO 220 0 220 1760 
 
Priprava vzorcev olj z dodanim trans-RES in njihovo staranje na 60 oC 
V mikrocentrifugirke smo pripravili raztopine v skladu s preglednico 4. Iz vsake izmed štirih 
mikrocentrifugirk (SON, SON z dodatkom trans-RES, LAN, LAN z dodatkom trans-RES) smo 
odvzeli 14× po 100 mg vzorca in jih prenesli v 15 mL centrifugirke (delali smo v paralelkah – 
za vsak dan dve centrifugirki) in jih v sušilniku izpostavili pospešenem staranju pri 60 °C. Vsak 
dan smo premestili po dve mikrocentrifugirki v skrinjo s temperaturo -80 °C (na dan 0 sta šli 
dve mikrocentrifugirki v skrinjo, zadnji paralelki pa sta bili v sušilniku 10 dni). Vzorce smo 
pred analizo odtalili in položili na led, da smo preprečili dodatno peroksidacijo. Vzorce smo 
razredčili z 1-propanolom (R= 20; 100 mg vzorca + 1900 µL 1-propanola). Vsebino 
centrifugirke smo dobro premešali na vrtinčniku. 
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Preglednica 4: Priprava vzorcev za določanje peroksidnega števila v lanenem in sončničnem olju ob dodatku 
resveratrola (TAG – gliceril trioktanoat, SON – sončnično olje, LAN – laneno olje, RES – resveratrol)  
  m (2,5 mmol/kg trans-
RES) [mg] 
m (SON) [mg] m (LAN)[mg] m (TAG) [mg] 
SON / 1600 / 400 
SON + trans-RES 400 1600 / / 
LAN / / 1600 400 
LAN + trans-RES 400 / 1600 / 
 
 
3.2.4 Določanje peroksidnega števila med procesom staranja olj z dodatki 
 
Princip:  
Peroksidno število smo določali preko reakcije olja z reagentom, ki vsebuje Fe2+ in barvilo 
ksilenol oranžno. Ob prisotnosti peroksidov se del Fe2+ oksidira v Fe3+, le-ta pa se z barvilom 
ksilenol oranžno poveže v obarvan kompleks, katerega absorbanco izmerimo pri valovni 
dolžini 560 nm (A560). 
 
Pribor in oprema: 
 analitska tehtnica (AT 201, Mettler Toledo ) 
 spatula 
 žlička 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
 mikrocentrifugirke 2 mL 
 centrifugirke 15 mL 
 centrifugirke 50 mL 
 sušilnik 
 vrtinčnik (MS 3 basic, IKA ) 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 kuhalnik 
 alu-folija 
 steklena čaša 
 UV/Vis spektrofotometer (Agilent 89090A z računalniškim programom 845X UV-
Visible chemstation software) 
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Reagenti: 
 trans-RES (Merck)  
 α-TOKO (Merck)  
 M-L (Merck) 
 TAG (Merck) 
 1-propanol (Merck) 
 250 mM H2SO4 (Merck) 
 barvilo ksilenol oranžno 
 železov (II) sulfat heptahidrat (Merck) 
 70 % terciarni butil-hidroperoksid (t-BuOOH) (Merck) 
 
Postopek: 
 
Priprava reagenta za določanje peroksidnega števila: 
Reagent za določanje peroksidnega števila smo pripravljali v 15 mL centrifugirki. Odpipetirali 
smo 10 mL 250 mM H2SO4 v mQ vodi, nato pa v kislini raztopili 7 mg železovega (II) sulfata 
heptahidrata in 7,6 mg barvila ksilenol oranžno. Raztopino smo premešali na vrtinčniku in 
shranili v hladilniku. 
 
Za delovno raztopino reagenta smo reagent redčili z 1-propanolom (R = 10; 5 mL reagenta + 
45 mL 1-propanola).  
 
Umeritvena krivulja 
Koncentrirano raztopino(t-BuOOH smo pripravili v 15 mL centrifugirki. Odpipetirali smo 
9,9 mL 1-propanola in dodali 100 µL 70 % t-BuOOH. Raztopino smo dobro premešali na 
vrtinčniku in tako dobili izhodno raztopino. Za delovno raztopino t-BuOOH smo izhodno 
raztopino razredčili (R = 100; 90 µL izhodne raztopine + 910 mL 1-propanola).  
 
V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali različne količine delovne raztopine t-BuOOH in 
1-propanola (preglednica 5).  
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Preglednica 5: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo pri določanju peroksidnega števila 
   V(t-BuOOH) [µL] V (1-propanol) [µL] 
UK0 0 600 
UK1 100 500 
UK2 200 400 
UK3 300 300 
UK4 400 200 
UK5 500 100 
UK6 600 0 
 
V 2 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 1470 µL delovne raztopine reagenta za 
določanje peroksidnega števila in mu dodali po 30 µL vsakega izmed vzorcev za pripravo 
umeritvene krivulje. Raztopine v mikrocentrifugirkah smo premešali na vrtinčniku in jih pustili 
30 minut v temi. Po 30 minutah smo UV/Vis spektrofotometer umerili s slepim vzorcem. Nato 
smo pomerili A560 vzorcev v 1,5 mL polistirenskih (PS) kivetah. Narisali smo umeritveno 
krivuljo in določili enačbo premice, ki nam je služila za izračun peroksidnega števila (priloga 
B). 
 
Analiza vzorcev 
V 2 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 1470 µL delovne raztopine reagenta za 
določanje peroksidnega števila in mu dodali po 30 µL vsakega izmed vzorcev. Končni R vzorca 
je bil 1000. Vzorci, ki so bili dlje časa starani, so vsebovali več peroksidov, zato smo jih glede 
na čas staranja še dodatno redčili z 1-propanolom (R=2 – 50; priloga C), preden smo jih zmešali 
s 1470 µL reagenta. Nadaljnji postopek je bil enak analizi raztopin za umeritveno krivuljo.  
 
Preko izmerjenih A560 smo z enačbo umeritvene krivulje izračunali peroksidna števila. 
 
3.2.5 Merjenje absorpcijskih spektrov vzorcev olj z dodanim resveratrolom 
 
Princip:  
LAN in SON z dodatkom trans-RES smo pospešeno starali v sušilniku pri 60° C različno število 
dni (0, 1, 2, 3, 5, 7, 10) in po raztapljanju v 1-propanolu izmerili absorpcijski spekter v UV 
območju. 
 
Pribor in oprema: 
 analitska tehtnica (AT 201, Mettler Toledo ) 
 spatula 
 žlička 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
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 mikrocentrifugirke 2 mL 
 centrifugirke 50 mL 
 sušilnik 
 vrtinčnik (MS 3 basic, IKA ) 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 kuhalnik 
 alu-folija 
 steklena čaša 
 UV/Vis spektrofotometer (Agilent 89090A z računalniškim programom 845X 
UV/Visible chemstation software) 
 
Reagenti: 
 trans-RES (Merck)  
 TAG (Merck) 
 1-propanol (Merck) 
 
Postopek: 
 
Priprava vzorcev 
Vzorce smo pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.3. Prostornine olj, ki smo jih 
uporabili, so predstavljene v preglednici 4. 
 
Analiza vzorcev 
Vzorce 20× redčenih olj z 1-propanolom smo prelili v PP kivete in na spektrofotometru izmerili 
absorpcijski spekter (od 190 nm do 410 nm). Spektre smo obdelali v Excelu. 
 
Rastlinska olja imajo relativno majhno A pri valovnih dolžinah okoli 300 nm. Posledično lahko 
ocenimo koncentracijo trans-RES dodanega v olje tako, da pomerimo A v UV območju. Iz 
razlike A med oljem z dodanim trans-RES in oljem brez dodanega trans-RES lahko ocenimo 
vsebnost trans-RES. Metoda je primerna predvsem za oceno vsebnosti v oljih, ki niso preveč 
oksidirana, saj primarni in predvsem sekundarni produkti oksidacije maščobnih kislin 
absorbirajo pri valovnih dolžinah, ki so blizu 300 nm. Posledično se A pri teh valovnih dolžinah 
poveča, kar zmanjša uporabnost metode za oceno vsebnosti trans-RES.  
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3.2.6 Ekstrakcija resveratrola iz olupka korenine japonskega dresnika 
 
Princip:  
Ekstrakcijo smo izvedli z inkubacijo liofiliziranega zdrobljenega tkiva olupka korenine 
japonskega dresnika v ekstrakcijskem topilu. Za večjo učinkovitost ekstrakcije smo uporabili 
ultrazvočno kopel. 
 
Pribor in oprema: 
 nož 
 deska 
 analitska tehtnica 
 steklena čaša 
 liofilizator (CHRIST Alpha 1- 2 LD plus) 
 terilnica 
 spatula 
 žlička 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
 centrifugirke 15 mL 
 centrifugirke 50 mL 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 centrifuga (Rotanta 460R, Hettich) 
 vrtinčnik (MS 3 basic, IKA ) 
 alu-folija 
 
Reagenti: 
 4 % ocetna kislina (Merck) 
 EtOH (Merck) 
 
Postopek: 
 
Tkiva japonskega dresnika smo takoj po nabiranju ločili – uporabili smo zgolj olupek korenine. 
Tkivo smo stehtali (v čaši) in dali v liofilizator za 3 dni na -50 °C pri podtlaku 0,08 bara. Čašo 
smo zopet stehtali. Material smo v terilnici strli do prahu, prah pa shranili v 50 mL centrifugirki. 
Liofiliziran prah smo shranjevali v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
  
26 
Mršnik U. Vpliv resveratrola na stabilnost olj. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
 
 
 
 
Pripravili smo ekstrakcijsko topilo (EtOH:4 % ocetna kislina; 50:50 v/v). 4 % ocetno kislino 
smo pripravili tako, da smo v 250 mL bučko odmerili nekaj mL destilirane vode, nato 10 mL 
ocetne in kisline in do oznake napolnili bučko z destilirano vodo. Raztopino ocetne kisline smo 
v razmerju 1:1 zmešali z absolutnim EtOH. 
 
Za ekstrakcijo smo v dve 15 mL centrifugirki zatehtali po 1 g liofiliziranega prahu olupka 
korenine japonskega dresnika. Dodali smo po 4 mL pripravljenega ekstrakcijskega topila, 
vsebino premešali s stekleno palčko in dali za 30 minut v ultrazvočno kopel (T ≈ 23 °C), nato 
pa 10 minut centrifugirali pri 10600 rpm. Supernatant smo odpipetirali v novi 15 mL 
centrifugirki, ju ovili v alu-folijo in shranili v zamrzovalnik. V centrifugirki, kjer je potekala 
ekstrakcija, smo ponovno odpipetirali po 4 mL ekstrakcijskega topila. Vsebino smo zopet 
premešali s stekleno palčko in postavili v ultrazvočno kopel. Po 30 minutah smo ponovili enak 
postopek centrifugiranja, nato pa smo supernatant zopet odpipetirali v 15 mL centrifugirko, kjer 
je bil supernatant prve ekstrakcije. Približna količina našega ekstrakta je bila 8 mL. Vsako 
centrifugirko smo ovili z alu-folijo in jih do uporabe shranili v zamrzovalniku (T = -20 °C).  
 
3.2.7 Določanje antioksidativne učinkovitosti olj z dodanim ekstraktom z radikalom 
DPPH● 
 
Princip:  
Antioksidante smo iz olj ekstrahirali z 80 % MeOH, AOU ekstraktov pa smo določali z 
radikalom DPPH●. Opazovali smo spremembo barve, ki smo jo izmerili z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 520 nm (A520).  
 
Pribor in oprema: 
 analitska tehtnica (AT 201, Mettler Toledo ) 
 spatula 
 žlička 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
 mikrocentrifugirke 2 mL 
 centrifugirke 15 mL 
 centrifugirke 50 mL 
 sušilnik 
 centrifuga (Centric 200, Tehtnica) 
 vrtinčnik (MS 3 basic, IKA ) 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 kuhalnik 
 alu-folija 
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 steklena čaša 
 UV/Vis spektrofotometer (Agilent 89090A z računalniškim programom 845X 
UV/Visible chemstation software) 
 tekoči dušik (Messer Greisheim) 
 
Reagenti: 
 TAG (Merck) 
 80 % metanol (MeOH) (Merck) 
 DPPH● (Merck) 
 2-propanol (Merck) 
 mQ voda (Millipore Pack R1) 
 
Postopek 
 
Priprava raztopine DPPH● v 2-propanolu 
V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 1,3 mg DPPH● in dodali 10 mL 2-propanola. Tako smo 
pripravili ≈ 0,3 mM raztopino. Pred uporabo smo DPPH● v 2-propanolu redčili z 2-propanolom 
do ustrezne A520 (A520 ≈ 1). 
 
Priprava vzorcev olj z dodatkom ekstraktov japonskega dresnika 
V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 50 μL, 150 μL in 300 μL ekstrakta olupka 
korenine japonskega dresnika. Vsebino mikrocentrifugirk smo prepihali z dušikom, da smo 
odstranili ekstrakcijsko topilo in je ostal le trden preostanek. Nato smo dodali v vsako 
mikrocentrifugirko po 500 mg olja (SON, LAN in TAG). Raztopine smo dobro premešali na 
vrtinčniku, 10 minut segrevali na vodni kopeli (T = 100 °C) in 15 minut mešali v ultrazvočni 
kopeli (T ≈ 23 °C). Po končanem postopku smo vse vzorce centrifugirali 5 minut in po 300 mg 
odpipetirali v novo mikrocentrifugirko, v olju netopni preostanek pa zavrgli.  
 
Vzorce olj z dodanimi ekstrakti smo ekstrahirali z 80 % MeOH v razmerju 1:2, tako da smo 
300 mg vzorca dodali po 600 µL 80 % MeOH. Raztopino smo stresali in mešali na vrtinčniku, 
potem pa 30 s centrifugirali pri 16000 rpm, da sta se metanolna in oljna faza ločili. Metanolno 
fazo smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in postopek ekstrakcije na 300 mg lipidne faze 
ponovili. Za vsako kombinacijo olja z dodatkom ekstrakta smo tako dobili po 4 vzorce: olje 
pred ekstrakcijo, olje po drugi ekstrakciji, metanolno fazo prve ekstrakcije in metanolno fazo 
druge ekstrakcije. V vseh smo določili AOU z metodo DPPH●. 
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Analiza vzorcev olj, metanolnih ekstraktov in ostankov olj po ekstrakciji 
Za določitev AOU olj in njihovih ostankov po ekstrakciji z MeOH smo zatehtali po 15 mg 
posameznega vzorca olja in jim dodali po 1500 μL DPPH●, raztopljenega v 2-propanolu (R = 
100).  
Za določitev AOU metanolne faze prve ekstrakcije smo uporabili po 30 μL metanolnega 
ekstrakta in 1470 DPPH● (R = 50), za metanolno fazo druge ekstrakcije pa 100 μL vzorca in 
1150 μL raztopine DPPH● (R = 12,5). Po 60 minutah smo vsebino prelili v PS kivete in na 
spektrofotometru izmerili A520. S pomočjo umeritvene krivulje smo rezultate AOU izrazili kot 
troloksu ekvivalentno antioksidativno učinkovitost (TEAC).  
 
3.2.8 Kvantifikacija resveratrola z metodo HPLC-DAD 
 
Princip:  
Olja z dodatkom trans-RES in dodanimi ekstrakti olupka korenine japonskega dresnika smo 
ekstrahirali z 80 % MeOH. Metanolno fazo smo ustrezno redčili in analizirali s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti v povezavi z detektorjem z diodno matriko (HPLC-DAD). 
 
Pribor in oprema: 
 analitska tehtnica (AT 201, Mettler Toledo ) 
 spatula 
 žlička 
 avtomatske pipete (Eppendorf) 
 mikrocentrifugirke 2 mL 
 centrifugirke 15 mL 
 centrifugirke 50 mL 
 sušilnik 
 centrifuga (Centric 200, Tehtnica) 
 vrtinčnik (MS 3 basic, IKA ) 
 ultrazvočna kopel (Sonorex RK 52, Bandelin) 
 kuhalnik 
 alu-folija 
 steklena čaša 
 viale 0,5 mL 
 HPLC-DAD sistem z binarno črpalko G1312B (Agilent 1260), vakuumskim 
razplinjevalnikom G1322A (Agilent 1260), termostatiranim avtomatskim 
vzorčevalnikom G1367E (Agilent 1260 HiPALS), termostatom za kolono G1316A 
(Agilent 1260 TCC) in detektorjem s serijo diod G4212B (Agilent 1260 DAD) 
 računalnik   
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Reagenti: 
 trans-RES (Merck)  
 TAG (Merck) 
 80 % MeOH (Merck) 
 ocetna kislina (Merck) 
 
Postopek 
 
Umeritvena krivulja  
Umeritveno krivuljo smo pripravili z raztopino trans-RES v 96 % EtOH (zatehtali smo 0,10 mg 
standarda trans-RES in ga raztopili v 1,00 mL 96 % EtOH, c = 0,44 mM). Pripravili smo 
raztopine različnih koncentracij trans-RES v območju 0,5-10 µg/mL. Raztopine smo 
pripravljali z mobilno fazo (MeOH:1 % ocetna kislina; 50:50 v/v). Za vsako koncentracijo smo 
opravili po tri meritve, za umeritveno krivuljo pa izračunali povprečje vrednosti površin 
kromatografskih vrhov vseh treh meritev.  
 
Priprava vzorcev olj z ekstraktom olupka korenine japonskega dresnika 
Postopek je bil enak postopku iz točke 3.2.7, uporabili pa smo zgolj prvo in drugo metanolno 
ekstrakcijo. Prvi ekstrakt smo redčili (R = 10) z mobilno fazo, drugi ekstrakt pa prelili 
neposredno v vialo. 
 
Priprava vzorcev za staranje olj Postopek je bil enak postopku iz točke 3.3.3.1, razlikuje se le v 
zadnjem koraku – namesto redčitve z 1-propanolom (R = 20) smo vzorce redčili z MeOH (R = 
10; 100 mg vzorca + 900 µL MeOH). Vsebino centrifugirke smo dobro premešali na vrtinčniku 
in stresali nekaj minut, da je potekla ekstrakcija. Vzorce smo nato centrifugirali (30 s, 16200 
rpm). Supernatant smo prenesli v vialo za HPLC-DAD analizo.  
 
Analiza vzorcev 
Viale smo namestili v HPLC-DAD sistem, ki je predstavljen na sliki 8. Vzorci so bili injicirani 
po trikrat, prostornina injiciranja vzorcev pa je bila 10 µL. Spojine v vzorcih smo ločili s 
kromatografsko metodo z gradientnim načinom spreminjanja mobilne faze, identificirali pa 
smo jih preko prekrivanja kromatografskih vrhov standardnih raztopin. Za potrditev smo 
primerjali tudi retencijski čas in spektra kromatografskih vrhov standarda trans-RES. Vsebnost 
trans-RES smo določili iz umeritvene krivulje (priloga D). Podrobnejši podatki analize so 
opisani v Korenčan (2018). 
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Slika 8: HPLC-DAD sistem 
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4 REZULTATI 
 
4.1 TOPNOST RESVERATROLA V OLJU PRI RAZLIČNIH POGOJIH 
 
Pripravili smo olja z dodatkom trans-resveratrola (RES), kjer bi bila glede na zatehto 
maksimalna koncentracija trans-RES 2,5 mmol/kg. Topnost trans-RES smo določali 
spektrofotometrično; v gliceril trioktanoatu (TAG) smo določili povprečno vsebnost 
1,81 mmol/kg, v sončničnem olju (SON) pa 0,87 mmol/kg. Količino raztopljenega trans-RES 
smo kvantificirali z merjenjem absorbance pri 308 nm (A308). 
 
Da bi ugotovili vpliv temperature in časa na raztapljanje trans-RES, smo ga v vseh treh oljih 
raztapljali pri različnih pogojih - spreminjali smo čas segrevanja na vodni kopeli (T = 100 °C; 
2 min, 10 min, dvakrat po 15 min - te vzorce smo čez noč shranili v hladilniku in jim A308 
izmerili tudi naslednji dan).  
 
Na sliki 9 vidimo, da je bila vsebnost trans-RES pri 2-minutnem segrevanju v TAG 
1,70 mmol/kg, v SON pa 0,86 mmol/kg. 10-minutno segrevanje je zvišalo vsebnost trans-RES 
v TAG na 2,45 mmol/kg in v SON na 1,23 mmol/kg. 30-minutno segrevanje je kazalo na zelo 
visoko stopnjo raztapljanja – vsebnost trans-RES v TAG je bila 2,63 mmol/kg, v SON pa 
1,57 mmol/kg. Določena vsebnost v TAG je bila celo večja od teoretične (2,5 mmol/olja), kar 
najverjetneje lahko pripišemo napaki meritve. Po 16-urnem hranjenju v hladilniku se je del 
trans-RES v sončničnem olju oboril, saj se je količina ekstrahiranega trans-RES zmanjšala za 
25 %. V TAG se je oborilo precej manj trans-RES, saj smo po hranjenju v hladilniku določili 
le za 6 % manjšo vrednost od teoretične, kar bi lahko pripisali tudi eksperimentalni napaki, saj 
je metoda, s katero smo ocenjevali topnost, zelo nespecifična. Naslednji dan je bila vsebnost ob 
ponovnem merjenju skoraj enaka vsebnosti po 10-minutnem segrevanju, in sicer 2,35 mmol/kg 
v TAG in 1,17 mmol/kg v SON.  
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Slika 9: Vpliv segrevanja na topnost resveratrola v sončničnem olju in modelnem lipidnem sistemu (TAG – 
gliceril trioktanoat, SON - sončnično olje, RES - resveratrol) 
 
Rezultati kažejo, da je topnost trans-RES v TAG najmanj dvakrat večji kot v SON in da ostane 
trans-RES raztopljen v TAG tudi po daljšem hranjenju v hladilniku. Posledično smo v vseh 
nadaljnjih eksperimentih raztapljali trans-RES v TAG z 10-minutnim segrevanjem in iz te 
raztopine pripravljali različne mešanice, s katerimi smo preverjali vpliv trans-RES na 
oksidacijo lipidov.  
 
4.2 STABILNOST ETANOLNE RAZTOPINE RESVERATROLA NA SVETLOBI 
 
Stabilnost etanolne raztopine trans-RES smo preverjali spektrofotometrično z merjenjem A308 
v UV območju. Absorpcijski spekter trans-RES je prikazan na sliki 10, kjer je absorpcijski 
maksimum pri valovni dolžini 308 nm označen z rdečo črto, kar je v skladu s predhodnimi 
raziskavami (Zhao in sod., 2015).  
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Slika 10: Absorpcijski spekter etanolne raztopine trans-resveratrola 
 
Ker ima cis-RES pri 308 nm precej manjši molarni absorpcijski koeficient (glej metode), smo 
z merjenjem A308 ocenili delež pretvorbe trans-RES v cis-RES. 
 
Da bi preverili vpliv dnevne svetlobe, ki prehaja skozi steklo, na stabilnost etanolne raztopine 
trans-RES, smo pripravili dva vzorca etanolne raztopine trans-RES. Enega smo ovili v alu-
folijo (oznaka »s folijo«) in s tem preprečili fotokemično izomerizacijo trans-RES. Drugi 
vzorec (oznaka »brez«) je bil ves čas izpostavljen dnevni svetlobi (posredna osvetlitev - sonce 
ni sijalo neposredno na vzorec). Vzorca smo pripravili 16. 3. 2015 ob 10.00 in takoj izmerili 
A308. Vzorcem smo A308 izmerili še istega dne ob 12.00 in 14.30, 17.3.2015 ob 8.30 in 12.30 ter 
18.3.2015 ob 7.30. Iz enačbe 3.2.2 smo izračunali delež pretvorbe trans- v cis-RES. Rezultati 
so prikazani na sliki 11. 
  
Prva izmed meritev (po dveh urah) je pokazala zmanjšanje koncentracije trans-RES na svetlobi 
za 6,2 %, v temi pa nismo ugotovili zmanjšanja. Tudi po 4,5 urah se koncentracija trans-RES  
v vzorcu, ovitem s folijo, ni zmanjšala, medtem ko se je pri vzorcu, izpostavljenem svetlobi, 
koncentracija zmanjša za 9,3 %. Po 22,5 urah, kjer je bila zaradi noči osvetlitev manjša, smo 
zaznali le manjšo spremembo A308, medtem ko se je po 26,5 urah koncentracija zmanjšala za 
13 % začetne vrednosti. Hitrost pretvorb se je po nadaljnjem shranjevanju zmanjšala, saj smo 
po 45 urah zaznali le 14 % zmanjšanje, medtem ko se A308 vzorca trans-RES, ovitega z ALU 
folijo, se v nobeni časovni točki ni zmanjšala, kar pomeni, da pri teh razmerah ni prišlo do 
izomerizacije.  
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Slika 11: Vpliv svetlobe na vsebnost trans-resveratrola (RES – resveratrol) 
 
Metoda, ki smo jo uporabili za oceno pretvorb, je nespecifična, saj temelji na predpostavki, da 
je trans/cis izomerizacija edina reakcija, do katere prihaja. Kljub temu lahko predpostavimo, 
da ima sončna svetloba, ki prehaja skozi okna, vpliv na pretvorbo trans-RES.  
 
Zaradi tega smo pri vseh nadaljnjih eksperimentih vzorce, ki so vsebovali trans-RES, vedno 
prekrili z alu-folijo, da bi povečali stabilnost. 
 
4.3 UGOTAVLJANJE PEROKSIDCIJE OLJ MED STARANJEM 
 
Analizirali smo raztopine TAG z dodatkom metil-linolenata (M- L), trans-RES in α-tokoferola 
(α-TOKO). Peroksidno število smo določali tudi v raztopinah SON in lanenega olja (LAN) z 
dodatkom trans-RES. Za izračun vsebnosti peroksidov v olju smo uporabili enačbo, ki smo jo 
dobili z umeritveno krivuljo (priloga B), pripravljeno s t-BuOOH. 
 
4.3.1 Vpliv dodatka resveratrola in α-tokoferola na peroksidacijo modelnega lipidnega 
sistema  
 
Peroksidna števila (mmol peroksida/kg olja) za starane TAG z različnimi dodatki so 
predstavljena na sliki 12. Predstavljeni rezultati so povprečje dveh neodvisnih ponovitev. 
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Slika 12: Peroksidacija modelnih lipidnih sistemov v odvisnosti od časa inkubacije na 60o C (TAG – gliceril 
trioktanoat, RES – resveratrol, α-TOKO - α-tokoferol, M-L - metil-linolenat) 
 
Na dan 0 so bila vsa peroksidna števila zelo podobna, in sicer: TAG z dodatkom M-L 18,3, 
TAG z dodatkom M-L in trans-RES 17,5, TAG z dodatkom M-L in α-TOKO 17,6 in TAG z 
dodatkom M-L in obeh antioksidantov 16,6. Prve razlike smo opazili že na dan 1 – raztopine 
TAG z dodanimi antioksidanti (trans-RES in α-TOKO) so imele še vedno podobna peroksidna 
števila, medtem ko je imel TAG brez dodanih antioksidantov kar 3,4× večje peroksidno število 
kot povprečje peroksidnih števil ostalih treh raztopin olj. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da 
tako trans-RES kot α-TOKO učinkujeta kot antioksidanta v TAG. 
 
Najvišje peroksidno število je dosegel TAG z dodatkom M-L že po treh dneh (208). Manjše 
vrednosti, ki smo jih določili po petih in sedmih dneh inkubacije, so najverjetneje posledica 
razpada peroksidov na sekundarne produkte oksidacije ter manjše tvorbe novih peroksidov, saj 
se je M-L, ki je vir večkrat nenasičenih maščobnih kislin že porabil. 
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Peroksidna števila TAG z dodatkom M-L in antioksidantov niso strmo naraščala, kar 
najverjetneje pomeni, da so bili še vedno prisotni antioksidanti. Pri dodanem α-TOKO je 
vrednost dnevno narastla za približno 2, pri trans-RES pa za 10, kar kaže na večjo učinkovitost 
α-TOKO. Po sedmih dnevih sta bili peroksidni števili TAG z dodatkom M-L in α-TOKO ter  
TAG z dodatkom M-L, trans-RES in α-TOKO enaki (28), pri dodatku zgolj trans-RES pa 87. 
Razvidno je torej, da trans-RES in α-TOKO ne delujeta sinergistično, saj dodatek prvega ne 
vpliva na antioksidativno učinkovitost samega α-TOKO. 
 
4.3.2 Vpliv dodatka resveratrola in α-tokoferola na peroksidacijo sončničnega in  
lanenega olja  
 
Peroksidna števila SON in SON z dodatkom trans-RES ter LAN in LAN z dodatkom trans-
RES pri pogojih pospešenega staranja (60 ºC v temi) po dnevih 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 so 
predstavljena na sliki 13. Rezultati so povprečje dveh ponovitev. 
 
 
Slika 13: Peroksidno število v odvisnosti od dolžine staranja lanenega in sončničnega olja z dodatkom resveratrola 
in brez (SON – sončnično olje, LAN – laneno olje, RES – resveratrol) 
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Začetno peroksidno število (dan 0) je bilo v vseh štirih raztopinah olj med 2 in 3. Na dan 1 se 
je pri vseh štirih raztopinah zvišalo za 1,5×, z dnevom 2 pa se je peroksidno število povišalo na 
dvakratno vrednost. Že po dnevu 3 so opazne večje spremembe: SON in SON z dodatkom 
trans-RES sta vrednost glede na dan 0 potrojili, pri raztopinah z LAN pa je se vrednost 4× 
povečala. Manjšo oksidativno stabilnost LAN lahko pripišemo večji vsebnosti α-linolenske 
kisline (Košir in Hrastar, 2009).  
 
Vzorci, ki smo jih iz sušilnika vzeli na dan 5, so pokazali že večje povišanje peroksidnega 
števila. Pri SON se je vrednost glede na začetno zvišala za 6×, pri SON z dodatkom trans-RES 
pa celo 7×. LAN je pokazal še večji skok – brez dodatka trans-RES je bila vrednost 14× višja, 
z dodatkom trans-RES pa celo 16×. Iz rezultatov lahko sklepamo, da trans-RES v nobenem od 
analiziranih olj ne deluje kot antioksidant, ampak celo kot prooksidant, saj je vsebnost 
peroksidov nekaj večja.  
 
Po dnevu 7 je bilo peroksidno število SON 47, kar je 16× več kot dan 0, SON z dodatkom trans-
RES pa 58 – z 19× povišanjem lahko trdimo, da smo tudi po sedmih dneh zaznali rahlo 
prooksidativno delovanje. Pri raztopinah LAN pa smo nasprotno opazili antioksidativni učinek 
dodatka trans-RES, saj je peroksidno število pri LAN znašalo 104, kar je 51× več kot na 
začetku, pri LAN z dodatkom trans-RES pa zgolj 85 – povišanje glede na dan 0 je samo 42×. 
Antioksidativni učinek trans-RES v LAN bi lahko bil posledica oksidacije α-TOKO, kar so pri 
enakih pogojih predhodno že opazili (Gutirea, 2018). Posledično bi lahko v razmerah, ko ni več 
prisotnega α-TOKO, trans-RES deloval kot antioksidant, kar se sklada z ugotovitvami za 
modelni lipidni sistem. 
 
Po dnevu 10 v SON nismo ugotovili večjih sprememb peroksidnega števila, kar je najverjetneje 
posledica hitrejše razgradnje peroksidov in zmanjšanje tvorbe, v LAN, kjer je vsebnost večkrat 
nenasičenih maščobnih kislin večja, pa smo zaznali dodatno tvorbo peroksidov. Podobno kot 
po dnevu 7 je tudi v tem primeru trans-RES imel manjši antioksidativni učinek.  
 
Zaključimo lahko, da je trans-RES prispeval k zmanjšanju peroksidacije v primeru LAN z 
dodatkom trans-RES, ko so se porabili antioksidanti, ki jih olje že vsebuje.  
 
4.3.3 Vpliv staranja na stabilnost resveratrola v olju  
 
Kako vplivata temperatura in trajanje staranja na vsebnost trans-RES v olju, smo v grobem 
ocenili z merjenjem absorpcijskih spektrov v UV območju. Uporabili smo starane vzorce olj, 
raztopljene v 1-propanolu.  
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Na sliki 14 in 15 so prikazani spektri olj (SON in LAN) z dodatkom trans-RES po 5., 7. in 10. 
dnevu staranja (spektri pred dnevom 5 so podobni spektrom na dan 5, zato smo grafično 
predstavili zgolj zadnje tri meritve).  
Spekter SON smo odšteli od spektra SON z dodatkom trans-RES in dobili diferenčni spekter 
(zelena črta), ki ima absorpcijski maksimum pri 308 nm in podobno obliko kot spekter trans-
RES, ki smo ga določili v točki 4.1. Opazimo, da se spekter trans-RES med staranjem praktično 
ne spreminja, iz česar sklepamo, da se vsebnost trans-RES v SON z dodatkom trans-RES 
praktično ni spreminjala. Tudi spektra staranih olj sta se le malo spremenila, kar kaže na 
relativno majhen obseg peroksidacije.  
 
 
Slika 14: Absorpcijski spektri staranega sončničnega olja z dodatkom resveratrola (A - dan 5, B – dan 7, C – dan 
10, SON – sončnično olje, RES – resveratrol) 
 
Pri analizi staranega LAN so spektri precej kompleksnejši, hkrati pa se s staranjem povečuje 
tudi A v območju nad 350 nm, kar lahko pripišemo tvorbi kompleksnih struktur s konjugiranimi 
vezmi. Za razliko od SON pri LAN ne moremo več identificirati trans-RES po več kot enem 
tednu inkubacije. Glede na veliko A samega olja v območju, kjer absorbira trans-RES, pa 
dejstvo, da z diferenčno spektroskopijo nismo določili trans-RES, ne pomeni nujno, da trans-
RES v mešanici ni več prisoten. Zaradi visoke A v območju, kjer absorbira trans-RES, odziv 
instrumenta ni več ustrezen. Za bolj verodostojno meritev bi morali olja še dodatno razredčiti, 
da bi bila izmerjena A bolj zanesljiva. 
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Slika 15: Absorpcijski spektri staranega lanenega olja z dodatkom resveratrola (A - dan 5, B – dan 7, C – dan 10, 
LAN – laneno olje, RES – resveratrol) 
 
4.4 DOLOČANJE ANTIOKSIDATIVNE UČINKOVITOSTI OLJ Z DODANIM 
EKSTRAKTOM OLUPKA KORENINE JAPONSKEGA DRESNIKA 
 
Japonski dresnik je zelo bogat vir trans-RES (Chen B.Y. in sod., 2013) in ostalih fenolnih 
antioksidantov. Preveriti smo želeli, ali metanolni ekstrakt dresnika vsebuje antioksidante, ki bi 
bili zadosti nepolarni, da bi se ekstrahirali v TAG in rastlinska olja. Zato smo v TAG in olja 
dodajali različne količine ekstrakta in z metodo DPPH preverjali njihov vpliv na AOU TAG in 
olj. Dodatno smo v olju raztopljene antioksidante povratno ekstrahirali z 80 % MeOH in tako 
preverili njihovo polarnost. Tisti bolj polarni naj bi se reekstrahirali, tisti bolj nepolarni pa naj 
bi preostali v olju, kar bi zaznali s povečano AOU olja tudi po dvakratni ekstrakciji z 80 % 
MeOH v primerjavi z AOU olja, kateremu ekstrakta nismo dodali. 
 
Preko merjenja absorbance pri valovni dolžini 520 nm (A520) smo AOU izrazili kot troloksu 
ekvivalentno antioksidativno učinkovitost (TEAC), rezultate pa grafično predstavili za vsako 
olje posebej (slike 16-18). TEAC v reakcijski zmesi (kiveta) smo določili tako, da smo A520 
delili z vrednostjo 0,023 in dobili TEAC v enotah µmol/L (Prevc in sod., 2015). Ob upoštevanju 
razredčitev smo določili TEAC, ki smo ga preračunali na mmol/kg olja, oziroma množino, ki 
se je ekstrahirala v 80 % MeOH iz olja. 
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TAG ne vsebuje antioksidantov, zato AOU v tem vzorcu nismo določili. AOU TAG z dodatkom 
50 µL ekstrakta japonskega dresnika je bila 0,64 mmol TEAC/kg, z dodatkom 150 µL 
1,09 mmol TEAC/kg in z dodatkom 300 µL 1,37 mmol TEAC/kg (slika 16). Povečanje ni 
premosorazmerno, kar pomeni, da je prišlo do nasičenja in se vsi antioksidanti v olju pri 
povišani koncentraciji niso več raztopili. S povratno ekstrakcijo nam je uspelo iz olja 
ekstrahirati skoraj vse antioksidante – AOU TAG po ekstrakciji je bila do 90 % nižja kot AOU 
TAG z dodanim ekstraktom, kar pomeni da je v TAG preostalo od 10 do 20 % antioksidantov. 
Delež preostalih antioksidantov v olju v primerjavi z oljem, ki smo mu dodali ekstrakt, je bil 
večji pri največjemu dodatku ekstrakta. Takšen rezultat je tudi pričakovan, saj so se v primeru 
večjega dodatka ekstrakta bolj selektivno ekstrahirali nepolarni antioksidanti.  
 
 
Slika 16: Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost gliceril trioktanoata z dodatkom ekstraktov olupka 
korenine japonskega dresnika (TEAC - troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitosti, TAG - gliceril 
trioktanoat, 50 - 50 µL ekstrakta + 500 mg olja, 150 - 150 µL ekstrakta + 500 mg olja, 300 - 300 µL ekstrakta + 
500 mg olja) 
 
Vpliv dodanega ekstrakta korenine japonskega dresnika na AOU SON je prikazan na sliki 17. 
Samo SON ima že AOU, saj naravno vsebuje antioksidante, predvsem α-TOKO, ki dobro 
reagira z DPPH (Prevc in sod., 2015). AOU se je SON tako ob dodatku 50 µL ekstrakta povišala 
le za 8 %, ob dodatku 150 µL za zgolj 6 %, ob dodatku 300 µL pa za 12 %. V primerjavi s TAG 
je povečanje v absolutnem smislu precej manjše, saj npr. z dodatkom najvišje količine ekstrakta 
povečamo AOU za manj kot 0,4 mmol TEAC/kg, medtem kot je pri TAG to povečanje 1,37 
mmol TEAC/kg.  
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To bi lahko delno pripisali slabši topnosti antioksidantov v olju v primerjavi s TAG, kar smo 
predhodno ugotovili za standard trans-RES. Rezultati povratne ekstrakcije razkrijejo, da je 
količina reekstrahiranih antioksidantov (vsota modrih in rumenih stolpcev) precej večja, kot je 
bil prispevek v kombinaciji s tokoferoli iz olja. Primer: če za SON300 seštejemo vrednosti 
TEAC za moder, rumen in temnozelen stolpec, vidimo, da je ta vsota precej večja kot za olje z 
dodanim ekstraktom (temno zelen stolpec). Te rezultate bi lahko pojasnimo s tem, da sami 
antioksidanti iz dresnika delujejo kot antioksidanti, v kombinaciji s tokoferoli pa na določen 
način kot prooksidanti, kar se sklada tudi z ugotovitvami vpliva RES na peroksidacijo SON 
(slika 13). Nenazadnje bi lahko tudi manjšo TEAC olja vzorca SON150 v primerjavi s SON50 
pripisali prooksidativnemu učinku. Za dokončno potrditev te hipoteze bi potrebovali večje 
število meritev in ponovitev. 
 
 
Slika 17: Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitosti sončničnega olja z dodatkom ekstraktov olupka 
korenine japonskega dresnika (TEAC - Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitosti, SON – sončnično 
olje, 50 - 50 µL ekstrakta + 500 mg olja, 150 - 150 µL ekstrakta + 500 mg olja, 300 - 300 µL ekstrakta + 500 mg 
olja) 
 
Podobno kot SON ima tudi LAN relativno visoko AOU, saj vsebuje -TOKO, ki učinkovito 
varuje zelo reaktivno linolensko kislino. Ob dodatku 50 µL ekstrakta olupka korenine 
japonskega dresnika se je AOU zvišala za 4 %, ob dodatku 150 µL za 12 %, ob dodatku 300 µL 
pa za 26 %. Zviševanje AOU je bilo precej bolj premo sorazmerno kot pri SON. Podobno kot 
pri SON je tudi pri LAN vsota reekstrahiranih antioksidantov z 80 % MeOH in AOU olja po 
ekstrakciji večja kot pa olja z dodanimi antioksidanti iz dresnika. Za razliko od SON nismo 
opazili zmanjšanja AOU pri večji količini dodanega ekstrakta. 
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Slika 18: Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitosti lanenega olja z dodatkom ekstraktov olupka 
korenine japonskega dresnika (TEAC - Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitosti, LAN – laneno olje, 
50 - 50 µL ekstrakta + 500 mg olja, 150 - 150 µL ekstrakta + 500 mg olja, 300 - 300 µL ekstrakta + 500 mg olja 
 
Korenčan (2018) je določala AOU istega ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika. 
Določena vrednost je bila povprečno 3 mmol TEAC/g. To pomeni, da je imel tekoči ekstrakt 
(R = 8) vrednost 375 mmol TEAC/L. AOU olj bi se tako ob dodatku ekstrakta lahko povišal od 
37,5 mmol TEAC/kg (dodatek 50 µL v 500 mg olja) do 225 mmol TEAC/kg (dodatek 300 µL 
v 500 mg olja; ekstrakt vedno posušimo). Na osnovi rezultatov lahko sklepamo, da se v MeOH 
iz dresnika ekstrahirajo predvsem polarni antioksidanti, ki se slabo topijo v olju. Ocenimo 
lahko, da se je v TAG pri dodanih 50 µL ekstrahiralo le okoli 1,7 % AOU (0,65/37,5), pri 
dodanih 300 µL pa le 0,6 % AOU (1,4/225). Pri oljih je delež ekstrahiranih antioksidantov še 
manjši. 
 
4.5 KVANTIFIKACIJA RESVERATROLA S HPLC-DAD  
 
Trans-RES smo kvantificirali v oljih (TAG, SON in LAN) z dodatkom standardne raztopine 
trans-RES in jih 10 dni v temi starali na temperaturi 60 °C. Analizirali smo tudi ekstrakt olupka 
korenine japonskega dresnika in raztopine olj z dodatkom le-tega. 
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4.5.1 Vsebnost resveratrola v staranih oljih  
 
Najprej smo analizirali vzorce olj dneva 0. Vzorec smo trikrat ekstrahirali z MeOH, da bi 
ugotovili, kako uspešna je zgolj enojna ekstrakcija in kolikšen delež trans-RES ostane v vzorcu 
po ekstrakciji.  
 
Metanolni ekstrakt LAN z dodatkom trans-RES je vseboval 460 µmol/kg trans-RES v prvi 
ekstrakciji. Drugi ekstrakt je vseboval zgolj 11 µmol/kg trans-RES, tretji pa 5,5 µmol/kg, kot 
je razvidno iz slike 19.  
 
 
Slika 19: Koncentracije resveratrola v metanolnih ekstraktih lanenega olja z dodatkom resveratrola glede na 
stopnjo ekstrakcije (LAN – laneno olje, RES – resveratrol) 
 
Večino trans-RES smo ekstrahirali že s prvo ekstrakcijo – z drugo in tretjo ekstrakcijo skupaj 
smo ekstrahirali manj kot 4 % trans-RES glede na prvo ekstrakcijo, zato smo ostale vzorce 
ekstrahirali zgolj enkrat. Rezultati prve ekstrakcije vseh dni so prikazani na sliki 20. 
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Slika 20: Koncentracija resveratrola vzorcev olja z dodatkom resveratrola med staranjem (SON – sončnično olje 
LAN – laneno olje, RES - resveratrol) 
 
Na dan 0 smo v SON določili 96,5 mg/kg (0,42 mmol/kg), v LAN pa 104 mg/kg (0,45 mmol/kg) 
trans-RES. Rezultati sovpadajo s pričakovano vsebnostjo, saj smo 2,5 mmol/kg trans-RES 
raztopili v 4× količini olja – pričakovana vsebnost trans-RES v naših oljih je bila tako okoli 
0,50 mmol/kg.  
 
Vsebnost trans-RES se v SON z dodatkom trans-RES praktično ni spremenila vseh 10 dni 
inkubacije. Manjše razlike med dnevi lahko pripišemo eksperimentalnim napakam.  
 
Pri LAN z dodatkom trans-RES je na peti dan vsebnost trans-RES začela upadati – padla je na 
40 mmol/kg, kar je 11 % nižje kot dan 0. Na sedmi dan je bila vsebnost trans-RES zgolj še 
0,25 mmol/kg, kar je 45 % manj kot na začetku. Tako lahko zaključimo, da se je trans-RES v 
SON z dodatkom trans-RES ohranil vseh 10 dni inkubacije, medtem ko se je trans-RES v LAN 
z dodatkom trans-RES porabil. Slednje lahko pripišemo tudi bolj reaktivnemu sistemu, saj je 
hitrost nastajanja peroksidov v LAN precej večja kot v SON 
 
Vidimo, da rezultati iz točke 4.2.2 in 4.3.1 sovpadajo z rezultati kvantifikacije trans-RES s 
tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z diodno matriko (HPLC-DAD). Trans-RES se v 
SON z dodatkom trans-RES resnično ni porabil, kot smo predvidevali s prejšnjimi analizami - 
njegova vsebnost ostaja enaka. Zmanjšala se je torej vsebnost naravno prisotnih antioksidantov.  
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Kljub temu peroksidno število SON medtem ni močno naraslo, saj je trans-RES, kadar je edini 
antioksidant, dober antioksidant, kar smo dokazali že v točki 4.3.1 – TAG z dodatkom M-L in 
trans-RES je počasneje oksidiral kot TAG z dodatkom M-L.  
 
Vidimo, da tudi pri LAN rezultati iz točke 4.2.2 in 4.3.1 sovpadajo z rezultati kvantifikacije 
trans-RES s HPLC-DAD. Trans-RES se je v LAN dejansko porabil, kot smo predvidevali že z 
analizami absorpcijskih spektrov - njegova vsebnost se zmanjšuje, na dan 10 pa je trans-RES 
zreagiral v celoti. Za razliko od SON so se tukaj porabili tako naravno prisotni antioksidanti kot 
dodan trans-RES, saj LAN vsebuje večkrat nenasičeno in zelo avtooksidativno linolensko 
kislino. 
 
4.5.2 Vsebnost resveratrola v oljih z dodanimi ekstrakti japonskega dresnika 
 
Vsebnost trans-RES smo določali tudi v vseh treh oljih z dodatkom ekstraktov korenine 
japonskega dresnika. V SON se je raztopila največja količina trans-RES, v LAN nekaj manj, 
najmanj pa v TAG (slika 21). Ti rezultati so v manjšem nasprotju z meritvami, ko smo 
analizirali topnost čistega trans-RES v oljih in TAG ter je bila topnost trans-RES boljša v TAG. 
Pri oljih, v katere smo dodali najmanjšo količino ekstrakta (50 µL), se je v LAN raztopilo zgolj 
2 %, v SON pa skoraj 16 % več trans-RES kot v TAG. V oljih, ki smo jim dodali po 150 µL 
ekstrakta, se je v primerjavi z TAG raztopilo več trans-RES, in sicer v LAN 21 % več, v SON 
pa celo 70 % več trans-RES kot v TAG. V oljih, ki smo jim dodali po 300 µL ekstrakta, se je 
v LAN raztopilo 21 %, v SON pa kar 43 % več trans-RES kot v TAG.  
 
  
Slika 21: Koncentracija resveratrola v vzorcih olj z dodanim ekstraktom olupka korenine japonskega dresnika 
(TAG – gliceril trioktanoat, SON – sončnično olje, LAN – laneno olje, 50 - 50 µL ekstrakta + 500 mg olja, 150 - 
150 µL ekstrakta + 500 mg olja, 300 - 300 µL ekstrakta + 500 mg olja, RES – resveratrol) 
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Pričakovane vsebnosti trans-RES so pri dodatku 150 µL ekstrakta 3× višje kot pri dodatku 
50 µL, pri dodatku 300 µL pa 6× višje. Če analiziramo vsako olje posebej, pridemo do 
naslednjih rezultatov. Pri TAG se je vsebnost trans-RES pri dodatku 150 µL ekstrakta zvišala 
2,2×, pri dodatku 300 µL pa 4,2×. Pri LAN se je vsebnost trans-RES pri dodatku 150 µL 
ekstrakta zvišala 2,7×, pri dodatku 300 µL pa 5,1×. Pri SON se je vsebnost trans-RES pri 
dodatku 150 µL ekstrakta zvišala 3×, pri dodatku 300 µL pa 4,9×. Primerjava z rezultati 
skupnega AOU razkrije, da topnost trans-RES s povečanjem količine ekstrakta narašča bolj 
premosorazmerno kot pa pri AOU. Sklepamo lahko, da je trans-RES med bolj nepolarnimi 
antioksidanti v ekstraktu dresnika, saj se AOU poveča v manjši meri pri povečanem dodatku 
ekstrakta kot pa to velja za RES.  
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5 RAZPRAVA  
 
5.1 TOPNOST IN STABILNOST RESVERATROLA V OLJU 
 
Topnost trans-resveratrola (RES) smo določali v gliceril trioktanoatu (TAG) in sončničnem 
olju (SON). Obema smo dodali enako količino trans-RES. Vsebnost trans-RES smo preko 
absorpcijskega spektra vrednotili spektrofotometrično. Naši rezultati kažejo, da se je v TAG 
raztopilo 72,3 % trans-RES, ki smo ga dodali v olje, medtem ko se ga je v SON raztopilo zgolj 
34,9 %. Trans-RES je bil dobro topen v TAG, v SON pa slabše topen. Čeprav je topnost v SON 
enkrat slabša kot v TAG, lahko v njem raztopimo več trans-RES, kot ga vsebuje povprečno 
rdeče vino (najvišja izmerjena vsebnost trans-RES je v rdečem vinu 14,3 mg/L oziroma 
0,063 mM (Gorji in sod., 2015), v našem eksperimentu pa smo v TAG določili 2,35 mmol/kg, 
v SON pa 1,17 mmol/kg trans-RES). Najboljšo topnost smo dosegli, če smo vzorce segrevali 
na vodni kopeli (T = 100 °C) 10 minut, daljši čas pa na topnost ni vplival. Trans-RES je 
nepolaren, zato je bolje topen v obeh oljih kot v vodi, kar smo na začetku dela tudi predvidevali, 
saj je olje nepolarno, voda pa polarno topilo. Za nadaljnje analize smo trans-RES vedno 
dodajali v presežku. Vsebnost trans-RES smo določili spektrofotometrično in potem osnovno 
raztopino redčili do želene vsebnosti. 
 
Rezultati naših meritev kažejo, da RES na svetlobi prehaja iz trans- v cis-izomer, saj je 
stabilnost RES fotokemično pogojena, kar navajajo že Gorji in sod. (2015). RES na svetlobi 
prehaja iz trans- v cis-izomer, ne glede na to, ali je raztopljen v alkoholu ali olju. RES, ki je 
zaščiten pred svetlobo, je stabilen tudi daljše časovno obdobje, kar smo ugotovili preko analize 
s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z diodno matriko (HPLC-DAD). V SON se je 
trans-RES ohranil do konca eksperimenta (vseh 10 dni), medtem ko je v lanenem olju (LAN) 
zreagiral v celoti. Rezultati so pričakovani, saj SON vsebuje skoraj 50 % linolne kisline, ki je 
manj reaktivna kot linolenska (Roman in sod., 2013), kar pomeni, da je avtooksidacija 
linolenske kisline v primerjavi z avtooksidacijo linolne kisline hitrejša. Tako lahko zaključimo, 
da na stabilnost trans-RES vpliva tudi sestava medija, v katerem je trans-RES raztopljen, 
oziroma je stabilnost pogojena s prisotnostjo peroksidov.  
 
S HPLC-DAD metodo smo potrdili dobro temperaturno obstojnost - temperaturno je trans-RES 
dobro stabilen v vseh raztopinah olj, dokler je zaščiten pred svetlobo. V LAN se je pri 60 ºC 
dobro ohranjal 5 dni, v SON pa se je ohranil celo do 10. dne (do zaključka eksperimenta 
pospešenega staranja). Medtem ko je vsebnost trans-RES na sobni temperaturi (T ≈ 23 ºC) ob 
izpostavljenosti svetlobi padla že 2 uri po začetku eksperimenta, je bila vsebnost trans-RES v 
LAN in SON v temi pri 60 ºC vsaj pet dni enaka.  
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5.2 ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST RESVERATROLA IN PEROKSIDACIJA 
OLJA 
 
Trans-RES je zaviral peroksidacijo olja v modelnem sistemu TAG z dodatkom metil-linolenata 
(M-L). V naših raziskavah smo poleg trans-RES uporabljali tudi močan antioksidant, ki je 
naravno prisoten v olju, α-tokoferol (α-TOKO). Slednji se je izkazal kot boljši antioksidant v 
primerjavi s trans-RES, kar smo tudi predvidevali glede na že objavljene raziskave (Fang in 
sod., 2002). Kombinacija dodanega trans-RES in α-TOKO v olja ni pokazala nobenega 
povečanja antioksidativne učinkovitosti (AOU), saj je bilo nastajanje prostih radikalov enako 
kot od dodatku zgolj α-TOKO. Peroksidno število v TAG z M-L z dodatkom obeh 
antioksidantov je namreč naraščalo enako hitro kot pri dodanemu zgolj α-TOKO. Pri TAG, ki 
smo mu dodali zgolj M-L, odsotna pa sta bila tako trans-RES kot α-TOKO, je koncentracija 
peroksidov hitro naraščala, saj je linolenska kislina močno reaktivna in zelo hitro avtooksidira. 
Opazili smo tudi končno znižanje peroksidnega števila – peroksidi namreč razpadejo na 
sekundarne produkte oksidacije kot navaja tudi Matthäus (2010). 
 
V drugem delu raziskave smo opazovali vpliv dodajanja trans-RES naravnim oljem (SON, 
LAN), ki že vsebujejo antioksidante, predvsem tokoferole. Maščobnokislinska sestava SON 
obsega predvsem linolno kislino (uporabljali smo SON Floriol, ki sodi med linolejski tip SON). 
LAN vsebuje več različnih vitaminov, prav tako pa blagodejno na zdravje vpliva tudi visoka 
vsebnost α-linolenske kisline, kar navajajo že Blondeau in sod. (2015). Visoka vsebnost večkrat 
nenasičenih maščobnih kislin pa ima za posledico omejen način uporabe – LAN se vedno 
uporablja zgolj za hladno uživanje, nikoli za temperaturno obdelavo, saj kljub prisotnim 
antioksidantom hitro oksidira.  
 
V našem eksperimentu je peroksidacija potekala enako hitro pri oljih brez in z dodatkom trans-
RES. Zaznali smo celo rahlo prooksidativno delovanje v SON, saj sta prisotna tako trans-RES 
kot α-TOKO v višjih koncentracijah. Prooksidativno delovanja trans-RES in α-TOKO je 
izpostavil že Pham-Huy in sod. (2008), z našimi raziskavami lahko to samo potrdimo. Prav tako 
lahko potrdimo, da ob prisotnosti α-TOKO trans-RES ne pride do izraza, torej je α-TOKO bolj 
učinkovit antioksidant. Očitno spremembo pa smo opazili po sedmem in desetem dnevu 
staranja LAN z dodatkom trans-RES – olju lastni antioksidanti so se začeli porabljati, zato je 
trans-RES vplival na znižanje peroksidnega števila, kar priča v prid naših prvotnih izsledkov – 
trans-RES kot edini antioksidant pozitivno vpliva na preprečevanje peroksidacije olj. 
Zaključimo lahko, da dodatek standarda trans-RES v SON in LAN ne vpliva na povišanje 
AOU.  
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5.3 ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST OLJ Z DODATKOM EKSTRAKTA 
OLUPKA KORENINE JAPONSKEGA DRESNIKA 
 
Ker je japonski dresnik zelo bogat vir trans-RES (Chen B.Y. in sod., 2013) in ostalih fenolnih 
antioksidantov, smo olupek korenine ekstrahirali, da bi preverili, če so antioksidanti v 
metanolnem ekstraktu dovolj nepolarni, da bi se ekstrahirali v TAG in rastlinska olja. Preko 
merjenja absorbance pri valovni dolžini 520 nm (A520) smo AOU izrazili kot troloksu 
ekvivalentno antioksidativno učinkovitost (TEAC). 
  
TAG nima AOU, saj ne vsebuje antioksidantov, z različnimi količinami dodatka ekstrakta pa 
povečanje AOU ni bilo premo sorazmerno – najverjetneje je prišlo do nasičenja in se vsi 
antioksidanti v olju pri povišani koncentraciji niso več raztopili. Po povratni ekstrakciji je v 
TAG preostalo od 10 do 20 % antioksidantov; najvišji odstotek je bil pri največjemu dodatku 
ekstrakta, saj so se v primeru večjega dodatka ekstrakta bolj selektivno ekstrahirali nepolarni 
antioksidanti. SON naravno vsebuje antioksidante, predvsem α-TOKO, zato ima že AOU. Če 
primerjamo s TAG, je povišanje AOU pri vseh dodatkih ekstrakta olupka korenine japonskega 
dresnika precej manjše. Razlog se lahko skriva v slabši topnosti antioksidantov v olju v 
primerjavi s TAG (sovpada z ugotovitvami s standardom trans-RES). Preko povratne 
ekstrakcije smo določili precej višjo vsebnost reekstrahiranih antioksidantov glede na prispevek 
v kombinaciji  s tokoferoli iz olja. Lahko bi zaključili, da antioksidanti iz ekstrakta res delujejo 
kot antioksidanti, v kombinaciji s tokoferoli pa na določen način kot prooksidanti, kar smo 
dokazali že s peroksidnimi števili (poglavje 4.3). Za dokončno potrditev te hipoteze bi 
potrebovali večje število meritev in ponovitev. Tudi LAN ima samo po sebi relativno visoko 
AOU, saj vsebuje  visoke koncentracije γ-TOKO. Zviševanje AOU je bilo precej bolj premo 
sorazmerno kot pri SON, vseeno pa tudi za LAN velja enako. Glede na prejšnje raziskave 
(Korenčan, 2008), kjer je AOU istega ekstrakta 3 mmol TEAC/g ekstrakta, lahko sklepamo, da 
se v metanol iz dresnika ekstrahirajo predvsem polarni antioksidanti, ki se slabo topijo v olju. 
Ocenjujemo, da se je v TAG ekstrahiralo med 0,6 % in 1,7 % AOU, medtem ko je delež pri 
jedilnih oljih še nižji. 
 
Dresniki zaradi vsebnosti različnih antioksidantov predstavljajo možnost tako v živilski kot 
farmacevtski industriji, saj pozitivno prispevajo k zvišanju AOU, kar se je izkazalo tudi v naših 
poskusih. 
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5.4 TOPNOST RESVERATROLA IN DRUGIH ANTIOKSIDANTOV IZ EKSTRAKTA 
OLUPKA KORENINE JAPONSKEGA DRESNIKA 
 
Trans-RES iz ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika je topen v vseh treh oljih. Največ 
se ga je raztopilo v LAN, nekaj manj v SON, najmanj pa v TAG, medtem ko so se ostali 
antioksidanti v največji meri raztopili prav v TAG, saj se je AOU najbolj zvišala v TAG. 
Rezultati ne sovpadajo z našimi začetnimi analizami, saj se je pri raztapljanju standarda trans-
RES največ le-tega raztopilo v TAG - v TAG se je raztopilo 72,3 % standarda trans-RES, 
medtem ko v SON zgolj 34,9 %, kar pomeni, da je bilo v TAG raztopljenega skoraj 2,1× več 
trans-RES. 
 
Ker se je z večjim dodatkom ekstrakta skoraj enakomerno višala tudi vsebnost trans-RES v 
oljih, bi morda lahko raztopili še več trans-RES. Morda bi k temu lahko prispeval tudi postopek 
raztapljanja (več časa na vodni kopeli, T = 100 °C). Hkrati obstaja tudi možnost, da so rezultati 
lažno visoki, ker nismo vsebnosti merili še naslednji dan.  
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6 SKLEPI 
 
Glede na namen magistrskega dela in zastavljene cilje lahko podamo naslednje sklepe: 
 
- Trans-resveratrol (RES) se topi v oljih – zelo dobro je topen v gliceril trioktanoatu 
(TAG), manj pa v sončničnem (SON) in lanenem olju (LAN).  
 
- Trans-RES je bolj stabilen v SON kot LAN. 
 
- Trans-RES kot edini antioksidant vpliva na zmanjševanje peroksidacije, v kombinaciji 
z drugimi antioksidanti pa ni dodatnega učinka. 
 
- Antioksidativna učinkovitost (AOU) olj se ob dodatku trans-RES ne poveča – do izraza 
pride šele takrat, ko je trans-RES edini antioksidant. 
 
- Trans-RES iz ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika je dobro topen v vseh treh 
oljih; najslabše je topen v TAG, najbolj pa v LAN. 
 
- AOU olj, ki smo jim dodali ekstrakt olupka korenine japonskega dresnika, se je zvišala 
in naraščala glede na količino dodanega ekstrakta. 
 
Zaključki glede na postavljene delovne hipoteze so naslednji: 
 
- Trans-RES je zelo dobro topen v TAG, manj pa v jedilnih oljih – še vedno je topnost 
veliko boljša kot v vodi. Hipotezo, da je trans-RES topen v olju, potrdimo. 
 
- Stabilnost trans-RES je odvisna od sestave olja – več kot je snovi, ki hitro oksidirajo 
(večkrat nenasičene maščobne kisline), hitreje se bodo porabili olju lastni antioksidanti 
in posledično tudi trans-RES. Prav tako je odvisna od svetlobe – ne glede na sestavo 
olja bo trans-RES na svetlobi prehajal iz trans- v cis-izomer. Hipotezo, da je stabilnost 
trans-RES odvisna od sestave olja, potrdimo. 
 
- Trans-RES zavira peroksidacijo lipidov, v kolikor niso prisotni drugi antioksidanti 
(modelni lipidni sistem TAG). Ob naravno prisotnih antioksidantih (v SON in LAN) ne 
vpliva na zaviranje peroksidacije - če je prisoten α-tokoferol (TOKO), bo trans-RES v 
nekaterih primerih deloval celo prooksidativno. Trans-RES lahko poveča AOU zgolj 
takrat, ko se naravno prisotni antioksidanti porabijo in tako postane najmočnejši 
antioksidant. Hipotezo, da trans-RES zavira peroksidacijo lipidov in poveča AOU olj, 
delno potrdimo. 
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- Trans-RES in ostali antioksidanti iz ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika so 
se raztopili v vseh treh oljih in vsem zvišali AOU. Hipotezo, da se bodo trans-RES in 
ostali antioksidanti olupka korenine japonskega dresnika raztopili v olju, s čimer se bo 
povečala njegova AOU in oksidativna obstojnost, potrdimo. 
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7 POVZETEK 
 
Antioksidanti so za človeka pomembni, ker ugodno vplivajo na zdravje in posledično zavirajo 
staranje, enak učinek pa imajo tudi na jedilna olja. V magistrski nalogi smo ugotavljali, koliko 
resveratrola (trans-RES) se raztopi v oljih, kakšna je njegova stabilnost in kako dodatek trans-
RES vpliva na hitrost peroksidacije gliceril trioktanoata (TAG) z dodatkom metil-linolenata 
(M-L), sončničnega olja (SON) in lanenega olje (LAN). Ugotavljali smo tudi vpliv dodatka 
ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika na antioksidativno učinkovitost (AOU) vseh 
treh olj. 
 
Ugotovili smo, da se je trans-RES najbolje topil v TAG, slabše pa v SON. V obeh smo dosegli 
višjo vsebnost trans-RES kot v rdečem vinu. Na njegovo stabilnost močno vpliva 
izpostavljenost svetlobi (ob prisotnosti UV-žarkov se trans-izomer hitro pretvori v cis-izomer), 
medtem ko je temperaturno dobro obstojen. 
 
V TAG smo dodali M-L, da smo sicer nasičenim maščobnim kislinam dodali večkrat 
nenasičeno maščobno kislino in s tem pospešili oksidacijo. TAG smo dodali tudi dva 
antioksidanta: α-tokoferol (TOKO) in trans-RES. Spremljali smo nastajanje peroksidov – 
najmanj jih je nastalo ob dodatku α-TOKO in kombinaciji trans-RES z α-TOKO (trans-RES ni 
izboljšal AOU α-TOKO), nekaj več pa ob dodatku zgolj trans-RES. Trans-RES je tako slabši 
antioksidant kot α-TOKO. Prav tako trans-RES ni vplival na povišanje AOU v SON in LAN, 
kjer so antioksidanti že prisotni. Trans-RES, ki smo ga dodali v SON in LAN, je bil 5 dni 
stabilen v temi pri temperaturi 60 ºC. Po petem dnevu se je trans-RES v LAN začel porabljati, 
saj je vsebnost peroksidov strmo poskočila, kar kaže na porabo olju naravnih antioksidantov. 
Hkrati lahko ob porabi naravno prisotnih antioksidantov v LAN z dodatkom trans-RES 
zaznamo dejansko AOU trans-RES – kot smo predvidevali, trans-RES učinkuje šele takrat, ko 
je samostojen oziroma so se naravno prisotni antioksidanti porabili. Peroksidno število pri SON 
z dodatkom trans-RES ni naraslo v tolikšni meri kot LAN z dodatkom trans-RES, saj se je le-
ta ohranil vse do desetega dne.  
 
Trans-RES lahko pridobimo tudi iz dresnikov. Iz olupka korenine japonskega dresnika smo 
pripravili ekstrakt, ki smo ga raztapljali v TAG, SON in LAN. Največ trans-RES iz ekstrakta 
se je raztopilo v LAN, nekaj manj v SON, najmanj pa v nasprotju s pričakovanji v TAG, saj se 
je standard trans-RES veliko bolje topil v TAG kot v SON. Ob dodatku ekstrakta se je AOU 
vseh treh olj zvišala – najverjetneje so k temu pripomogli tudi drugi antioksidanti, ki jih ekstrakt 
vsebuje. 
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PRILOGE 
 
PRILOGA A 
 
Kraj vzorčenja japonskega dresnika 
 
JAPONSKI DRESNIK – kraj vzorčenja Ljubljana Vrhovci (levi breg pred mostom čez Mali 
graben) 
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PRILOGA B 
Umeritvena krivulja za določanje peroksidnega števila 
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PRILOGA C 
 
Preglednica absorbanc in preračunavanja peroksidnega števila za starana olja 
 
 A560 A560(vzorec) -  A560(slepi 
vzorec) 
Upoštevan R Peroksidno število 
SON0 0,311 0,204 204,4 3,223 
SON0+trans-RES 0,297 0,19 190,4 3,002 
LAN0 0,236 0,13 129,7 2,045 
LAN0+trans-RES 0,241 0,134 134,4 2,119 
     
SON1 0,378 0,271 270,9 4,273 
SON1+trans-RES 0,373 0,266 265,9 4,193 
LAN1 0,287 0,18 180,1 2,841 
LAN1+trans-RES 0,304 0,197 196,8 3,103 
     
SON2 0,304 0,18 359,7 5,673 
SON2+trans-RES 0,307 0,182 365 5,756 
LAN2 0,274 0,149 298,3 4,704 
LAN2+trans-RES 0,26 0,136 272,1 4,291 
     
SON3 0,295 0,171 683,5 10,78 
SON3+trans-RES 0,312 0,188 750,7 11,84 
LAN3 0,32 0,196 783,1 12,35 
LAN3+trans-RES 0,32 0,195 781,7 12,33 
     
SON5 0,271 0,114 1142 18,01 
SON5+trans-RES 0,293 0,136 1363 21,5 
LAN5 0,345 0,188 1882 29,69 
LAN5+trans-RES 0,379 0,222 2219 35 
     
SON7 0,257 0,1 2992 47,19 
SON7+trans-RES 0,279 0,122 3670 57,89 
LAN7 0,377 0,22 6598 104,1 
LAN7+trans-RES 0,337 0,18 5411 85,35 
     
SON10 0,231 0,074 3694 58,26 
SON10+trans-RES 0,231 0,074 3709 58,5 
LAN10 0,55 0,393 19648 309,9 
LAN10+trans-RES 0,508 0,351 17538 276,6 
 
  
 
Mršnik U. Vpliv resveratrola na stabilnost olj. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
 
 
PRILOGA D 
 
Umeritvena krivulja za določanje resveratrola z metodo HPLC-DAD 
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